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1 UVOD 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
Kisla sirotka, ki je stranski proizvod mlekarske industrije, je v primerjavi s sladko sirotko 
pogosteje obravnavana kot odpadek in neustrezno odstranjena predstavlja velik okoljski 
problem (Brown in sod., 2016). Letna svetovna  proizvodnja znaša od 180 do 190 milijonov 
ton sirotke, od tega se je predela le okoli 50 %. Večina kisle sirotke tako še vedno konča v 
odpadnih vodah, kjer zaradi visoke vsebnosti organske snovi predstavlja veliko obremenitev 
(Lievore in sod., 2013; Chen G.Q. in sod., 2016). Zaradi svojega nizkega pH in večje 
vsebnosti mlečne kisline je manj uporabna oz. je njena nadaljnja predelava v primerjavi s 
sladko sirotko zahtevnejša.  
 
Čiščenje odpadnih voda, ki vsebujejo sirotko temelji na fizikalno-kemijskih in / ali bioloških 
metodah. Vendar so stroški fizikalno-kemijskih metod (termično obaranje, izoelektrično 
obarjanje, obarjanje proteinov s koagulacijskimi/flokulacijskimi sredstvi, membranska 
separacija) zelo visoki in odstranjevanje sirotke manj učinkovito, zato so biološki procesi 
pogosto v prednosti. Anaerobna razgradnja sodi med učinkovite biološke procese, kjer iz 
organskih snovi nastaja bioplin, ki je obnovljiv vir energije (Chatzipaschali in Stamatis, 
2012; Prazeres in sod., 2012). Nastali bioplin se nato uporablja za soproizvodnjo električne 
in toplotne energije ali kot pogonsko gorivo (Atelge in sod., 2018). Proces anaerobne 
razgradnje lahko poteka pri različnih temperaturah in z različnimi organskimi substrati. 
Donos metana pa je odvisen predvsem od izbire organskih substratov (Gelegenis in sod. 
2007). Za povečanje proizvodnje metana se pogosto uporablja način hkratne anaerobne 
razgradnje dveh ali več substratov. Pogosto se kombinira živalski gnoj (prašičji, goveji, 
perutninski) z drugimi substrati (Chow in sod., 2020). Uvajanje novih strategij ravnanja z 
odpadki je razširilo možnosti uporabe še drugih, z organsko snovjo bogatih substratov kot 
so komunalni (kuhinjski odpadki, odpadno blato iz čistilnih naprav, vrtni odpadki,…) in 
industrijski odpadki (živilsko-predelovalna industrija, papirna industrija, klavnice,…), med 
katere sodi tudi kisla sirotka (Steffen in sod., 1998; Brown in sod., 2016).  
 
Na čistilnih napravah, kjer v anaerobnih digestorjih presnavljajo biološko blato zaradi 
zmanjšanja obratovalnih stroškov z njegovim odstranjevanjem, lahko z dodatkom drugih 
substratov povečajo proizvodnjo bioplina. Uporaba kisle sirotke v procesu anaerobne 
razgradnje ima velik potencial za povečanje proizvodnje bioplina, saj vsebuje laktozo, ki je 
lahko razgradljiva. Ker digestorji za proizvodnjo bioplina na čistilnih napravah običajno niso 
polno obremenjeni, je smiselno odpadnemu biološkemu blatu dodajati druge substrate, med 
drugim tudi kislo sirotko. S tem uravnotežimo hranila in povečamo proizvodnjo bioplina. V 
naši raziskavi smo proučili možnosti uporabe kisle sirotke kot dodatni substrat za 
proizvodnjo bioplina na čistilnih napravah. 
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Izbrane teme smo se lotili, ker je večina objavljenih raziskav usmerjena v razgradnjo sladke 
sirotke, v anaerobne procese razgradnje kisle sirotke, ki predstavlja večji okoljski problem 
pa je usmerjeno le malo raziskav, še zlasti v termofilnih pogojih.  
 
Ugotovitve naloge bodo čistilnim napravam lahko izhodišče za nadaljnje preizkušanje 
sirotke na pilotnih bioplinskih napravah pred uvedbo na industrijsko raven. 
1.2 NAMEN DELA 
Namen magistrskega dela je bil s testom biometanskega potenciala (test BMP) proučiti vpliv 
različnih obremenitev poskusnih mešanic za proizvodnjo bioplina s kislo sirotko v 
kombinaciji s  primarnim  in sekundarnim  biološkim blatom na proizvodnjo bioplina v 
mezofilnih in termofilnih pogojih, in nato na podlagi teh  rezultatov simulirati proces 
anaerobne razgradnje ustrezne koncentracije kisle sirotke in odpadnega biološkega blata v 
laboratorijskih bioreaktorjih.  
 
Cilj je bil na laboratorijskem nivoju raziskati, pri kateri temperaturi in koncentraciji kisle 
sirotke je bioplinski proces najučinkovitejši in bi se ga dalo uvesti na industrijsko raven.  
1.3 HIPOTEZE 
Hipoteza 1: v poskusnih mešanicah s kislo sirotko in biološkim blatom iz primarnega in 
sekundarnega usedalnika se bosta proizvodnja bioplina in delež metana v bioplinu povečala 
v primerjavi s samo kislo sirotko. 
 
Hipoteza 2: pri mezofilnih pogojih bo v poskusnih mešanicah s kislo sirotko in biološkim 
blatom količina proizvedenega bioplina in metana večja kot pri termofilnih pogojih. 
 
Hipoteza 3: pri večjih obremenitvah poskusnih mešanic s kislo sirotko bo pri termofilnih 
pogojih proces metanogeneze inhibiran. 
 
Hipoteza 4: Dodajanje sirotke v tridnevnih intervalih v anaerobni bioreaktor z mešanico 
odpadnega biološkega blata bo povečalo proizvodnjo bioplina in metana v primerjavi s 
proizvodnjo bioplina in metana v kontrolnem bioreaktorju z  biološkim blatom kot edinim 
substratom. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 BIOPLINSKI PROCES 
Anaerobna razgradnja organskih snovi je biološki proces, pri katerem se organski ogljik z 
reakcijo oksidacije in redukcije pretvori v najbolj reducirano obliko ogljika (CH4) in najbolj 
oksidirano obliko ogljika (CO2). Pri tej razgradnji sodelujejo številni mikroorganizmi, ki 
katalizirajo proces v odsotnosti kisika. Gre za naraven proces, ki poteka v različnih 
anaerobnih okoljih (prebavila prežvekovalcev, morski in sladkovodni sedimenti, odpadno 
blato, mokrišča, itd.). Postopek anaerobne razgradnje organskih snovi pogosto imenujemo 
tudi bioplinski proces. Glavna produkta anaerobne mikrobne razgradnje sta ogljikov dioksid 
in metan, a se ob tem tvorijo tudi manjše količine dušika, vodika, kisika, amonijak in 
vodikovega sulfida (Angelidaki in sod., 2003). To mešanico plinastih produktov imenujemo 
bioplin, njegova sestava je prikazana v Preglednici 1.  
Preglednica 1: Sestava bioplina (Demirbas in sod., 2016) 
Sestavina  Vsebnost (% vol) 
metan (CH4) 55-75 
ogljikov dioksid (CO2) 25-45 
dušik (N2) 0-5 
vodik (H2) 0-1 
vodikovega sulfida (H2S) 0-1 
kisik (O2) 0-2 
 
Do metana, ki je glavna sestavina bioplina, pridemo preko zapletenega procesa, 
sestavljenega iz štirih medsebojno povezanih stopenj (Angelidaki in sod., 2003): 
 
1. Hidroliza: v procesu hidrolize mikroorganizmi razgradijo kompleksne polimerne 
substrate (ogljikove hidrate, lipide, beljakovine, nukleinske kisline) v enostavnejše 
monomere (enostavne sladkorje, aminokisline, maščobne kisline, glicerol) s pomočjo 
zunajceličnih encimov (amilaze, lipaze, celulaze, pektinaze in proteaze). Ta korak 
izvajajo hidrolitske bakterije, ki so striktni (Bacteroides, Clostridium in drugi) ali 
fakultativni anaerobi (Streptococcus in drugi). V primerjavi z metanogenimi arhejami, 
hidrolitske bakterije rastejo hitreje in so manj občutljive na spremembe okoljskih 
dejavnikov kot sta pH in temperatura. Hitrost razgradnje kompleksnih polimerov v fazi 
hidrolize je odvisna od strukture substrata, velikosti delcev, pH in od adsorpcije encimov 
na delce substrata (Venkiteshwaran in sod., 2015). Če je substrat sestavljen pretežno iz 
ogljikovih hidratov, lahko faza hidrolize poteče v nekaj urah, če substrat sestavljajo 
beljakovine in lipidi hidroliza poteče v nekaj dneh. Če pa substrat vsebuje lignin in 
lignocelulozo, lahko proces traja več dni (Atelge in sod., 2018). 
 
2. Acidogeneza: v procesu acidogeneze se produkti hidrolize pretvorijo v KMK 
(kratkoverižne maščobne kisline: ocetna, propionska, maslena, valerenska in druge), 
alkohole in ketone (npr. etanol, metanol, glicerol, aceton), ogljikov dioksid in vodik 
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(Meegoda in sod., 2018). Bakterije, ki sodelujejo v procesu acidogeneze, so striktni 
(najpogosteje prisotni Proteobacteria, Bacteroides, Clostridium) ali fakultativni 
anaerobi (najpogosteje prisotni Streptococcus, Bacillus in laktobacili). Proces 
acidogeneze poteka zelo hitro, kar lahko v primerih preobremenitve mikrobne biomase 
z organskimi substrati ali zaradi prisotnosti inhibitornih snovi ali pa zaradi hitre 
spremembe temperature povzroči kopičenje KMK, padec vrednosti pH in s tem 
zmanjšano proizvodnjo metana (Venkiteshwaran in sod., 2015). 
 
3. Acetogeneza: v procesu sodelujejo acetogene bakterije (Acetobacterium, Clostridium, 
Syntrophobacter, Pelotomaculum, Syntrophomonas wolfei in druge), ki so počasi rastoči 
striktni anaerobi. Acetogene bakterije oksidirajo prisotne kratkoverižne maščobne 
kisline in alkohole v metanogene substrate: acetat, H2 in CO2 (Venkiteshwaran in sod., 
2015). Acetogeneza in metanogeneza potekata vzporedno, zato je v tej stopnji zelo 
pomembno sintrofno sodelovanje s hidrogenotrofnimi metanogenimi arhejami ali 
homoacetogenimi bakterijami, ki tekmujejo za razpoložljiv H2  v anaerobnih pogojih (Atelge 
in sod., 2018). Pomemben je tudi proces sintrofne oksidacije acetata, kjer sintrofne acetat 
oksidirajoče bakterije (SAOB) (Porphyromonas, Syntrophaceticus, Mesotoga in druge) 
sodelujejo s hidrogenotrofnimi metanogenimi arhejami. SAOB pretvorijo acetat v 
H2/format in CO2, nato hidrogenotrofne metanogene arheje reducirajo CO2 do CH4 in ob 
tem porabljajo H2 (Timmers in sod., 2018). Visoka koncentracija amonijaka je 
najpomembnejši dejavnik, ki vpliva na to, da SAOB razgradijo acetat in ne 
acetoklastične metanogene arheje, saj je njihova rast v takih pogojih inhibirana 
(Westerholm in sod., 2018).  
 
4. Metanogeneza: je zadnja in najpočasnejša stopnja anaerobne razgradnje organskih snovi, 
kjer sodelujejo metanogene arheje. Poteka lahko po dveh poteh, acetoklastični ali 
hidrogenotrofni. Metanogene arheje, pretežno iz rodov Methanosaeta in 
Methanosarcina, po acetoklastični poti pretvorijo acetat v CO2 in CH4. Predstavniki rodu 
Methanosaeta imajo prednost v sistemih z nizko koncentracijo acetata, medtem ko 
predstavniki rodu Methanosarcina prevladujejo pri sorazmerno visokih koncentracijah 
acetata (Chen S. in sod., 2017). Hidrogenotrofni metanogeni (pogosto iz rodov 
Methanobacterium, Methanobrevibacter, Methanoculleus, Methanospirillum, 
Methanothermobacter) proizvajajo ogljikov dioksid in metan iz H2 in CO2. Številne 
hidrogenotrofne metanogene arheje lahko kot donor elektronov uporabljajo tudi format 
(Zahedi in sod., 2016). V procesu anaerobne razgradnje običajno nastane 70 % metana 
po acetoklastični poti, preostanek (okoli 30 %) pa po hidrogenotrofni poti 
(Venkiteshwaran in sod., 2015). Na metanogenezo močno vplivajo sestava substrata, 
temperatura, pH in hitrost dovajanja substrata (Atelge in sod., 2018). 
 
5 
Lah M. Mezofilna in termofilna anaerobna presnova kisle sirotke v bioplin.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2021  
 
Slika 1: Shema anaerobne razgradnje organske snovi (prirejeno po Atelge in sod., 2018) 
2.2 MEZOFILNI IN TERMOFILNI PROCES PROIZVODNJE BIOPLINA 
Proces anaerobne razgradnje lahko poteka v psihrofilnih (15-20 C), mezofilnih (20-40 C) 
ali termofilnih (50-65 C) pogojih (Hagos in sod., 2016). Mikroorganizmom najbolj 
ustrezajo mezofilni in termofilni pogoji, katerih optimalne temperature so 35 C in 55 C 
(Panigrahi in Dubey, 2019). Pomembno je, da je temperatura med procesom konstantna, saj 
nihanje temperature vpliva na rast mikroorganizmov in s tem na proizvodnjo bioplina 
(Hagos in sod., 2016). Če so temperaturna nihanja prevelika, mikroorganizmi, vpleteni v 
proces proizvodnje bioplina, ne morejo oblikovati stabilne mikrobne populacije. Manj 
številčna in manj raznolika populacija mikroorganizmov pomeni manjšo stabilnost procesa 
in s tem manjši izplen metana (Vindiš in sod., 2009). 
 
Termofilni proces poteka pri višji temperaturi, ki poveča hitrost reakcije, pospeši procese 
razgradnje organskih snovi in učinkovito uničuje v substratu prisotne patogene (Meegoda in 
sod., 2018). Gre za veliko hitrejši in intenzivnejši proces, pri katerem nastane več bioplina 
v primerjavi z mezofilnim procesom (Vindiš in sod., 2009; Ruffino in sod., 2020). Razlike 
v sestavi bioplina so minimalne, odstotek metana v bioplinu, ki nastane pri mezofilnem in 
termofilnem procesu je odvisen od substrata. Pri razgradnji odpadnega biološkega blata, se 
odstotki metana v bioplinu gibljejo med 50-70 %, pri mezofilnem procesu je odstotek metana 
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v bioplinu za približno 2 % večji kot pri termofilnem procesu (Song in sod., 2004; Gavala 
in sod., 2003). Temperatura vpliva tudi na izbiro obremenitve procesa. Višje obremenitve 
sistema z organskimi substrati v termofilnih pogojih hitreje povzročijo zaustavitev procesa 
anaerobne razgradnje, saj vrednost pH zelo hitro pade pod optimum, ki je sprjemljiv za 
proces metanogeneze (Hublin in sod., 2012). Termofilni proces je manj stabilen in ga je težje 
nadzorovati, saj lahko povečana reakcijska hitrost acidogeneze povzroči kopičenje KMK in 
s tem zaviranje delovanja metanogenih arhej (Panigrahi in Dubey, 2019). Pri termofilnem 
procesu je vložek energije, potrebne za vzdrževanje konstante temperature procesa, veliko 
večji kot pri mezofilnem (Hagos in sod., 2016). Znižanje temperature povzroči zmanjšanje 
stopnje proizvodnje KMK, znižanje koncentracije amonijaka, zmanjšano hitrost mikrobne 
razgradnje organskih snovi ter upočasnitev procesa, pri čimer se zmanjša donos bioplina 
(Mao in sod., 2015).  
 
Raznolikost mikrobne združbe je v mezofilnem procesu večja kot v termofilnem procesu 
(Hagos in sod., 2016). V mezofilnem in termofilnem procesu so prisotne arheje iz reda 
Methanobacteriales in Methanosarcinales. Acetoklastično metanogenezo v mezofilnih 
pogojih izvajajo predstavniki rodu Methanosaeta, v termofilnih pogojih pa predvsem 
predstavniki rodu Methanosarcina (prevladuje vrsta Methanosarcina thermophila) (Tian in 
sod., 2015; Guo in sod., 2014). Arheje iz rodu Methanosarcina so edini metanogeni, ki lahko 
uporabijo več kot en substrat za proizvodnjo metana (acetat, H2, CO2, metanol, CO). V 
primeru, da je acetat v anaerobnem procesu prisoten v nizkih koncentracijah, acetoklastično 
metanogenezo izvedejo predstavniki rodu Methanosaeta, pri visokih koncentracijah acetata 
jih prehitijo hitrorastoče arheje iz rodu Methanosarcina (Yu in sod., 2014). Hidrogenotrofno 
metanogenezo v mezofilnih pogojih opravljajo arheje predvsem iz rodov Methanospirillum, 
Methanoculleus in Methanolinea, v termofilnih pogojih pa predstavniki rodov 
Methanoculleus in Methanothermobacter (Tian in sod., 2015; Li L. in sod., 2015). 
 
Raznolikost bakterijski združb je veliko večja kot pri arhejskih (Yu in sod., 2014). Mezofilne 
bakterije ne morejo preživeti v termofilnih pogojih, medtem ko termofilne bakterije lahko 
preživijo v mezofilnih pogojih, vendar je njihova hitrost rasti počasnejša (Hagos in sod., 
2016). V mezofilnih pogojih prevladujejo bakterije iz debel Proteobacteria, Bacteroidetes, 
Firmicutes, Chloroflexi in Actinobacteria, medtem ko so pri termofilnih pogojih prisotne 
bakterije iz debel Firmicutes, Thermotogae, Actinobacteria, Proteobacteria in Synergistetes 
(Tian in sod., 2015). Treu in sod. (2019) so med hkratno anaerobno razgradnjo kisle sirotke 
in govejega gnoja zasledili mikroorganizme predvsem iz treh rodov: Bacteroidales sp., 
Porphyromonadaceae sp. in Dysgonamonadaceae. Najpogostejši rodovi bakterij, ki 
sodelujejo pri posameznih stopnjah anaerobne razgradnje organskih snovi, so prikazani v 
preglednici 2.  
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Preglednica 2: Najpogosteje zastopani rodovi bakterij v procesu anaerobne razgradnje organskih snovi pri 
mezofilnih in termofilnih pogojih (Tian in sod., 2015; Dara in sod., 2015; Li J.X. in sod., 2020) 
Proces Mezofilni pogoji Termofilni pogoji 
Hidroliza Bacteroides, Clostridium Clostridium 
   
Acidogeneza 





   
Acetogeneza 




Mezofilni proces poteka pri nižjih temperaturah, zato je anaerobna razgradnja organskih 
snovi počasnejša in pri tem nastane manj bioplina. Kljub temu je mezofilni proces 
proizvodnje bioplina zaradi nizkih stroškov energije in manjše občutljivosti na spremembo 
pogojev pogosteje uporabljen v praksi kot termofilni proces (Meegoda in sod., 2018). 
2.3 DEJAVNIKI, KI VPLIVAJO NA BIOPLINSKI PROCES 
2.3.1 Temperatura  
Temperatura je eden od glavnih dejavnikov za preživetje in rast mikroorganizmov med 
procesom anaerobne razgradnje organskih snovi in je pomemben parameter pri optimizaciji 
proizvodnje bioplina (Panigrahi in Dubey, 2019). Vpliv temperature na bioplinski proces je 
podrobneje opisan v poglavju 2.2. 
2.3.2 pH 
Vrednost pH je eden glavnih kontrolnih parametrov, ki neposredno vpliva na proces in 
končni produkt anaerobne razgradnje organskega materiala (Panigrahi in Dubey, 2019). 
Bioplinski proces je omejen na razmeroma ozko območje pH, in sicer od 6,0 do 8,5. 
Vrednosti pH, ki so zunaj tega območja, lahko privedejo do neravnovesij v sistemu 
(Angelidaki in sod., 2003). Najbolj optimalne vrednosti pH za proizvodnjo bioplina so od 
6,8 do 7,2 (Hagos in sod., 2016). Optimalni pH pa je odvisen od vrste substrata, od vrste 
reaktorja in od temperature procesa. Pri termofilni anaerobni razgradnji je optimalna 
vrednost pH nekoliko višja kot pri mezofilnem procesu. (Panigrahi in Dubey, 2019). Vsaka 
faza v anaerobni razgradnji ima določen pH optimum. Na nizek pH so najbolj občutljive 
metanogene arheje, najmanj pa hidrolitske in acidogene bakterije. Optimalni pH za 
metanogenezo in acetogenezo je okoli 7, za hidrolizo in acidogenezo pa med 5,5 in 6,5 
(Hagos in sod., 2016). 
 
Nestabilnosti v procesu anaerobne razgradnje organskih snovi vodijo do kopičenja KMK, 
kar lahko povzroči padec vrednosti pH (zakisanje) (Angelidaki in sod., 2003). KMK so 
ključni intermediati v bioplinskem procesu, ki lahko v visokih koncentracijah zavirajo 
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metanogenezo in s tem produkcijo bioplina (Weiland, 2010). KMK se lahko kopičijo pri 
visokih obremenitvah mikrobne biomase z organsko snovjo (Zhang in sod., 2014). Do 
njihovega kopičenja pride, ker je metanogeneza veliko počasnejši proces od acidogeneze. 
Acidogene bakterije zelo hitro razgrajujejo substrat, pri tem nastajajo KMK, ki jih 
metanogene arheje v fazi metanogeneze ne morejo sproti pretvarjati v metan (Weiland, 
2010). Koncentracija KMK, zlasti ocetne kisline mora biti 1,8 g/L, da lahko proces 
anaerobne razgradnje organskih snovi poteka nemoteno (Deublein in Steinhauser, 2008). 
Pogosto zaradi puferske zmogljivosti nekaterih substratov, kopičenje KMK ne povzroči 
padca pH. Živalski gnoj ima na primer presežek alkalnosti, ki stabilizira vrednost pH med 
kopičenjem KMK (Weiland, 2010). Organske kisline in ogljikov dioksid znižujejo pH, 
medtem ko amonijak prispeva k zvišanju pH (Angelidaki in sod., 2003). 
2.3.3 Alkaliniteta 
Alkaliniteta je puferska kapaciteta, merilo sposobnosti raztopine, da nevtralizira kisline. 
Alkaliniteto izražamo v mg/L kalcijevega karbonata (CaCO3) in jo merimo kot koncentracijo 
organskih spojin, ki sprostijo katione (kot so proteini) in soli organskih kislin (Deublein in 
Steinhauser, 2008). Pri anaerobni razgradnji organskih snovi se tvorijo KMK in puferska 
kapaciteta kompenzira nizke vrednosti pH. Pri razgradnji dušikovih spojin in pri redukciji 
sulfata v vodikov sulfid pride do sproščanja kationov, kar prispeva k alkaliniteti in 
posledično k zviševanju vrednosti pH (Sun in sod., 2015). Za vzdrževanje nevtralne 
vrednosti pH v bioreaktorju je priporočena vrednost alkalinitete od 1000 do 5000 mg 
CaCO3/L (Agdag in Sponza, 2005). 
2.3.4 Amonijak 
Amonijak lahko v bioplinski proces vstopa že raztopljen v substratih, ali pa se sprošča med 
anaerobno razgradnjo beljakovin v substratih (Angelidaki in Ahring, 1993). V anaerobnem 
procesu razgradnje organskih snovi ima amonijak pomembno vlogo. Na eni strani 
predstavlja potrebno hranilo za anaerobne mikroorganizme in zagotavlja delno alkalnost 
anaerobnega sistema, po drugi strani pa visoke koncentracije močno zavirajo anaerobno 
razgradnjo, kar vodi v nestabilnost bioplinskega procesa (Fotidis in sod., 2013; Yuan in Zhu, 
2016). Med anaerobno razgradnjo dušikovih spojin se sproščajo amonijevi ioni (NH4
+) in 
prosti amonijak (NH3). 
 
Do zaviranja procesa anaerobne razgradnje organskih snovi pride pri koncentraciji skupnega 
amonijskega dušika 1500-2000 mg/L. Koncentracija prostega amonijaka (neionizirana 
oblika amonijaka), ki že zavira bioplinski proces, znaša 80-100 mg/L (Nielsen in Angelidaki, 
2008). Amonijak in amonijev ion sta v bioplinskem procesu med seboj v ravnovesju in s tem 
ohranjata stabilnost procesa, ki je močno odvisen od pH in temperature (Hagos in sod., 
2016). Ionizirana oblika amonijaka NH4
+ prevladuje, ko je vrednost pH nižja od 9,3. Prosti 
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amonijak pa prevladuje v procesu, ko je vrednost pH višja od 9,3 (Yuan in Zhu, 2016). Z 
naraščajočo temperaturo se ravnotežje med NH4
+in NH3 premakne v korist NH3 (Deublein 
in Steinhauser, 2008). Koncentracija prostega amonijaka je višja pri termofilnih pogojih kot 
pri mezofilnih pogojih. Z naraščanjem temperature se povečuje inhibicija bioplinskega 
procesa (Yuan in Zhu, 2016).  
 
Prosti amonijak je molekula, ki lahko pasivno difundira skozi celično membrano, kar 
povzroči protonsko neravnovesje in pomanjkanje kalija (Chen Y. in sod., 2008). Na visoke 
koncentracije prostega amonijaka v celici so najbolj občutljive predvsem acetoklastične 
metanogene arheje (Yuan in Zhu, 2016). S postopnim prilagajanjem metanogene mikrobne 
združbe (aklimacija) naraščajočim koncentracijam amonijaka omogočimo delovanje 
metanogeneze pri koncentracijah, ki daleč presegajo začetne inhibitorne koncentracije. Ko 
koncentracija prostega amonijaka v tako prilagojenem procesu doseže vrednost 700-1100 
mg/L, nastopi inhibitorni učinek in zmanjšana proizvodnja bioplina (Chen Y. in sod., 2008). 
 
Možnosti za zmanjšanje zaviralnega učinka amonijaka so znižanje temperature procesa in 
povečanje razmerja C/N.  Znižanje temperature iz termofilnih (55 C) v bolj zmerne pogoje 
(40-50 C) poveča izkoristek metana v procesu. To izboljšanje delovanja procesa je le na 
račun znižanja temperature, pri čemer se skupna koncentracija amonijaka ne spremeni. 
Omenjena postopka sta dolgotrajna in prispevata k povečanju obratovalnih stoškov (Nielsen 
in Angelidaki, 2008). Koncentracije amonijaka lahko zmanjšamo tudi z razredčevanjem 
vsebine reaktorja z vodo, vendar to povzroči povečanje volumna vsebine reaktorja, 
zmanjšanje proizvodnje bioplina in povečanje stroškov (Tada in sod., 2005). Dodatek 
ionskih izmenjevalcev ali adsorbentov omili zaviralni učinek amonijaka. Naravni zeolit in 
glina imata visoko selektivnost za amonijev ion, katerega lahko vežeta  z reakcijo kationske 
izmenjave (Chen Y. in sod., 2008). 
 
Kljub velikemu številu raziskav in znanstvenih objav na temo toksičnosti visokih 
koncentracij amonijaka, je to še vedno vsakodnevna grožnja v bioplinarnah, ki izvajajo 
anaerobni proces razgradnje organskih snovi (Nielsen in Angelidaki, 2008). 
2.3.5 Razmerje C/N 
Za učinkovito delovanje bioplinskega procesa je potrebno z ustrezno izbiro organskih 
substratov vzdrževati optimalno razmerje med količino ogljika in dušika (Balat in Balat, 
2009). Ogljik je vir energije za anaerobne mikroorganizme in sestavni element metana, 
medtem ko ima dušik pomembno vlogo pri tvorbi aminokislin, potrebnih za rast 
mikroorganizmov (Yan Z. in sod., 2015).  
 
Optimalno razmerje C/N v substratih je 25:1 (20-30:1) in je najbolj primerno za rast 
mikroorganizmov v bioplinskem procesu (Panigrahi in Dubey, 2019). Mikroorganizmi 
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porabijo ogljik 25 do 30-krat hitreje kot dušik (Balat in Balat, 2009). Večje razmerje C/N 
pomeni, da metanogeni mikroorganizmi hitreje porabljajo dušik, kar posledično privede do 
pomanjkanja dušika za sintezo mikrobne biomase in s tem do zmanjšane produkcije bioplina 
(Angelidaki in sod., 2003). Manjše razmerje C/N v proteinsko bogatih substratih (npr.: 
gnojevka, blato čistilnih naprav, živilski odpadki…) povzroči sproščanje dušika v obliki 
amonijaka, ki se kopiči in s tem zvišuje vrednost pH (nad 8,5), kar inhibira delovanje 
metanogenih mikroorganizmov. Optimalna razmerja C/N v substratih, ki se uporabljajo pri 
anaerobni razgradnji, lahko dosežejo z mešanjem substratov z večjimi in manjšimi razmerji 
C/N, kot so organski komunalni odpadki pomešani z odpadnim blatom ali z živalskim 
gnojem (Balat in Balat, 2009). V preglednici 3 so prikazana razmerja C/N za substrate, ki se 
pogosto uporabljajo v bioplinski proizvodnji. 
Preglednica 3: Razmerje C/N za najpogosteje uporabljene substrate za proizvodnjo bioplina (Hagos in sod., 
2016; Braun, 2007) 
Substrat Razmerje C/N 
odpadno blato 6,3 
perutninski gnoj 5-15 
prašičji gnoj 6-14 
goveji gnoj 6-20 
organski komunalni odpadki 15-18 
koruzna silaža 50-56 
riževa slama 
odpadki iz sladkornega trsa 
51-67 
140-150 
2.3.6 Težke kovine 
Mikrohranila, med katera spadajo težke kovine (železo, krom, kadmij, nikelj, molibden, 
cink, kobalt, volfram, baker, mangan in selen) delujejo v majhnih koncentracijah kot ključni 
kofaktorji v encimskih reakcijah. V nasprotju s številnimi drugimi strupenimi snovmi težke 
kovine niso biološko razgradljive in se lahko kopičijo do potencialno strupenih koncentracij.  
Pomanjkanje in kopičenje nekaterih mikrohranil sta lahko ključna vzroka za procesno 
nestabilnost v bioreaktorjih (Panigrahi in Dubey, 2019). V fazi metanogeneze so potrebni 
nikelj, kobalt, molibden, železo, selen in volfram, medtem ko so cink, baker in mangan bolj 
potrebni v fazi hidrolize (Atelge in sod., 2018). Težke kovine so največkrat že raztopljene v 
substratu (industrijske odpadne vode, odpadno blato), ki se uporablja pri anaerobni 
razgradnji organskih snovi. Od koncentracij raztopljenih težkih kovin je odvisno ali bodo te 
toksične za bioplinski proces ali ne (Panigrahi in Dubey, 2019). 
 
Acidogene bakterije so bolj odporne na prisotnost težkih kovin kot metanogene arheje. 
Toksičen učinek težkih kovin se kaže kot motnja v funkciji in strukturi encimov. Težke 
kovine so lahko vključene v številne fizikalno-kemijske procese, kot je precipitacija s 
sulfidom in karbonatom, adsorpcija na biomaso in tvorba kompleksov v raztopini z 
intermediati in s produkti, ki nastanejo med anaerobno razgradnjo organskih snovi.  
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Toksičnost težkih kovin lahko zmanjšamo s postopki kot so precipitacija, adsorpcija in 
kelacija z organskimi in anorganskimi ligandi. Sulfid je glavno sredstvo za precipitacijo 
težkih kovin. Težke kovine, ki reagirajo s sulfidom v železov slufid sproščajo Fe2
+ ion, ki je 
v koncentraciji do 100 mg/L dokaj nestrupen. Adsorpcija težkih kovin na trdne delce 
(nosilce) v bioreaktorju (aktivno oglje, kaolin, odpadki celulozne kaše,…) zagotavlja zaščito 
anaerobnim mikroorganizmom pred stikom s težkimi kovinami. Kelacija težkih kovin z 
EDTA, aspartatom in citratom prav tako zmanjšuje njihov toksičen učinek na prisotne 
mikroorganizme (Chen Y. in sod., 2008). 
2.3.7 Sulfid 
Sulfat (SO4
2-) se pogosto nahaja v industrijskih odpadnih vodah. Pri anaerobnih procesih 
sulfat reducirajoče bakterije reducirajo sulfat v sulfid (S2-) (Chen Y. in sod., 2008). Vodikov 
sulfid (H2S) je glavna strupena oblika sulfida, saj lahko difundira skozi  celično membrano, 
kjer v citoplazmi tvori disulfidne vezi med polipeptidnimi verigami in denaturira 
beljakovine, kar vpliva na celični metabolizem (Yuan in Zhu, 2016). Kot posledica redukcije 
sulfata v sulfid obstajata dve stopnji inhibicije. Primarna inhibicija je posledica konkurence 
sulfat reducirajočih bakterij za razpoložljivi ogljik in/ali vodik, ki zavira proizvodnjo 
metana. Sekundarna inhibicija pa je posledica toksičnosti sulfida za različne skupine bakterij 
(Chen Y. in sod., 2008). 
 
Ena izmed metod za preprečevanje toksičnosti sulfidov je redčenje vtoka odpadne vode. Ta 
pristop ni najbolj zaželen, saj se pri tem poveča skupna količina odpadne vode, ki jo je treba 
prečistiti. Alternativni način zmanjševanja koncentracije sulfida je uporaba več tehnik, ki 
vključujejo fizikalno-kemijske tehnike (stripping-fizično ločevanje s tokom pare), kemijske 
reakcije (koagulacija, oksidacija, obarjanje) ali biološke pretvorbe (delna oksidacija v 
elementarno žveplo) (Chen Y. in sod., 2008). 
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2.4 V MAGISTRSKI NALOGI UPORABLJENI SUBSTRATI ZA BIOPLINSKI 
PROCES 
2.4.1 Odpadno biološko blato  
Odpadno biološko blato iz čistilnih naprav je pogost substrat za proizvodnjo bioplina. V tem 
magistrskem delu smo kot substrat uporabili biološko blato iz Centralne čistilne naprave 
Domžale Kamnik (CČNDK). CČNDK čisti komunalno, industrijsko in padavinsko odpadno 
vodo z območja občin Domžale, Kamnik, Mengeš, Komenda, Trzin in Cerklje na 
Gorenjskem. Gre za četrti največji sistem za čiščenje odpadne vode v Sloveniji, ki letno 
prečisti do 9 milijonov kubičnih metrov odpadne vode, pridela 4.000 ton odpadnega blata in 
v bioplinskih bioreaktorjih proizvede okoli 3 milione kilovatnih ur električne energije. 
Očiščena voda, ki izteka v Kamniško Bistrico ima v povprečju pod 70 mg/L kemijske 
potrebe po kisiku (KPK), pod 15 mg/L biokemijske potrebe po kisiku (BPK5),  pod 10 mg/L 
amonijskega dušika in pod 1 mg/L skupnega fosforja, kar je v okviru zakonsko predpisanih 
mej (JP CČNDK, 2020).     
 
Čiščenje odpadne vode poteka v treh stopnjah, v prvi stopnji nastaja primarno blato, v drugi 
pa sekundarno blato. Prva je mehanska stopnja, kjer se na grobih grabljah zadržijo delci ki 
so večji od 1,5 cm. Odpadna voda se s pomočjo polžastih črpalk dvigne na nivo čistilne 
naprave, kjer so fine grablje, ki izločijo delce večje od 3 mm. Voda se nato prelije skozi 
maščobnik in peskolov, tu se pesek posede na dno, olja in maščobe pa izplavajo na površje, 
kjer se z površinskim strgalom transportirajo v zgoščevalec in nato prečrpajo v gnilišče (= 
bioplinski reaktor). Poseden pesek se transportira v pralnik peska in nato očiščen pristane v 
kontejnerju.  Zadnji del mehanskega čiščenja vode poteka v primarnem usedalniku, kjer se 
posedejo delci, ki so večji od 100 μm. Nastalo usedlino imenujemo primarno blato, ki ga 
talna strgala postrgajo v zgoščevalec blata, od koder ga prečrpajo v gnilišča. Sledi druga, 
aerobna biološka stopnja, kjer se voda, očiščena vseh finih in grobih delcev ter maščob, 
prelije v štiri šaržne biološke reaktorje (SBR-bazene). Tu se voda ob prisotnosti 
raztopljenega kisika v treh fazah očisti ogljikovih, dušikovih in fosforjevih snovi. V prvi fazi 
poteka polnjenje bazena in prezračevanje s pomočjo talnih prezračeval, ki zagotavljajo 
mešanje in zadostno koncentracijo kisika za uspešno delovanje aerobnih mikroorganizmov, 
ki razgrajujejo organske snovi in odstranjujejo anorganske snovi (dušik in fosfor) v odpadni 
vodi. Odstranjevanje dušika poteka z nitrifikacijo v aerobnih pogojih, kjer mikroorganizmi 
oksidirajo amonijski dušik do nitrata. Sledi mu proces denitrifikacije, ki poteka v anaerobnih 
pogojih, kjer mikroorganizmi znotraj kosmov aktivnega blata reducirajo nitrat do plinastega 
dušika. Odstranjevanje fosforja poteka s fosfat akumulirajočimi bakterijami. V drugi fazi 
poteka ločevanje aktivnega blata in očiščene vode. Prezračevanje se izklopi in aktivno blato 
se posede na dno bazenov. Del posedenega aktivnega blata je potrebno vrniti v aerobni 
bazen, s tem se zagotovi zadostna koncentracija aktivnih mikroorganizmov za nadaljnje 
čiščenje. Drugi del posedenega blata predstavlja odvečno ali sekundarno blato, ki se prečrpa 
v zgoščevalec presežnega blata in od tam naprej v gnilišče. V tretji fazi izvajajo dekantiranje 
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očiščene vode, ki jo nato spustijo v Kamniško Bistrico. Na iztoku v Kamniško Bistrico redno 
izvajajo meritve kakovosti očiščene vode. 
 
V tretji stopnji čiščenja poteka anaerobna ragradnja biološkega blata in mulja, ki se v 
bioreaktorjih (gniliščih) pretvori v bioplin in trdni ostanek (pregnito blato) (JP CČNDK, 
2020).  Anaerobna razgradnja primarnega blata je zaradi svoje sestave enostavnejša kot 
razgradnja sekundarnega blata. Primarno blato vsebuje lahko razgradljive polisaharide in 
maščobe, sekundarno blato pa sestavljajo mikroorganizmi, zunajcelične polimerne 
snovi (EPS, ang. Extracellular polymeric substances), beljakovine in polisaharidi ter 
nerazgrajene organske in mineralne snovi (Elalamia in sod., 2019). Povprečna sestava 
primarnega in sekundarnega blata je prikazana v preglednici 4. 
 
Poleg bioplina, pri anaerobni razgradnji nastane tudi digestat, katerega sestava je odvisna 
predvsem od lastnosti uporabljenih substratov (Bis, 2020). Ravnanje s pregnitim blatom je 
zaradi heterogenosti in potencialne toksičnosti zapleteno. Mogoče ga je odstraniti s sežigom 
ali z nanosom na obdelovalne površine. Ta zadnja rešitev je v večini evropskih držav 
prepovedana ali omejena. Če digestat ne vsebuje težkih kovin, patogenov in onesnaževalcev, 
se lahko zaradi vsebnosti makrohranil (dušik, fosfor in kalij) uporablja kot mineralno gnojilo  
(Elalamia in sod., 2019). Ločevanje digestata na trdno in tekočo snov izvajajo s 
centrifugiranjem ali s filtrirnimi stiskalnicami. Trdni digestat vsebuje manj vode in več 
organske snovi, lahko uporablja kot kmetijsko gnojilo ali pa se s toplotnimi postopki (sežig) 
nadalje pretvori v toploto, medtem ko je tekoči digestat težje uporabiti. Najenostavnejši 
način uporabe tekočega digestata je neposredni nanos digestata na kmetijska zemljišča, 
vendar to lahko privede do evtrofikacije voda ali do kemične in  biološke kontaminacije tal. 
Alternativno možnost za obdelavo tekočega digestata predstavlajo mikroalge. Te lahko 
uporabijo tekoč digestat za svojo rast, hkrati pa se zrasla algna biomasa lahko uporablja za 
proizvodnjo biogoriv (Xia in Murphy, 2016). 
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Preglednica 4: Povprečna sestava primarnega in sekundarnega blata  (Elalamia in sod., 2019) 
Parametri Primarno blato Sekundarno blato 
TS (%) 2-8 0,83-1,16 
VS (% TS) 60-80 59-88 
KPK (g/L) 36-144 10,4-15,1 
pH 5-8 6,5-8 
ogljik (% TS) 51,5 53 
vodik (% TS) 7 6,7 
kisik (% TS) 
dušik (% TS) 
fosfor (% TS) 
kalij (% TS) 
žveplo (% TS) 
C/N 
aluminij (% TS) 
kalcij (% TS) 
železo (g/g TS) 
magnezij (g/g TS) 
nikelj (g/g TS) 
mangan (g/g TS) 
krom (g/g TS) 
kadmij (g/g TS) 
baker (g/g TS) 
svinec (g/g TS) 

























TS = suha snov-sušina, VS = organska snov,  C/N = razmerje ogljik/dušik  
2.4.2 Sirotka 
Sirotka je tekoč stranski produkt kisle koagulacije mleka v mlekarski industriji, ki nastaja 
predvsem pri pridelavi grškega tipa jogurta in skute (Chandrapala in sod., 2015). Velja za 
prehransko najkakovostnejši del mleka. Zaradi prisotnega riboflavina (vitamin B2) je 
zeleno-rumenkaste barve (Prazeres in sod., 2012). Sirotka predstavlja približno 85 – 95 % 
celotne količine mleka in zadrži približno 55 % mlečnih hranil (Lo in sod., 2007). Vsebuje 
vodo (93 %), laktozo (4,5 % - 5,0 %), topne beljakovine (0,6 % – 0,85 %), minerale (0,53 
%), maščobe (0,36 %) in večje količine vitamina B2 (Tesfaye in sod., 2019). Pri proizvodnji 
enega kilograma sira nastane približno devet litrov sirotke. Gre za največji stranski proizvod 
mlekarske industrije, ki močno obremenjuje okolje. Parametra BPK5 (35 – 45 g/L) in KPK 
(60 – 80 g/L), ki ocenjujeta onesnaženost odpadnih voda, sta za sirotko zelo visoka (Koushki 
in sod., 2012). 
 
Sestava sirotke je odvisna od postopkov predelave mleka. Ločimo kislo in sladko sirotko. 
Kisla sirotka nastaja s kislo koagulacijo kazeina v mleku pri proizvodnji grškega tipa jogurta, 
skute, rikote in skyra (Lievore in sod., 2013).  Njena vrednost pH je nižja od 5,1 (Durham in 
Hourigan, 2007). Sladka sirotka nastaja s koagulacijo mleka ob dodatku sirila in je stranski 
proizvod pri proizvodnji trdih sirov in mocarele (Koushki in sod., 2012). Vrednost pH sladke 
sirotke je višja od 5,6 (Durham in Hourigan, 2007). Poleg nižjega pH, se kisla sirotka od 
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sladke razlikuje po manjši vsebnosti beljakovin in laktoze, in večji količini kalcija, fosfatov 
ter mlečne kisline (Chandrapala in sod., 2015). Povprečna sestava kisle in sladke sirotke je 
prikazana v preglednici 5. 
Preglednica 5: Povprečna sestava kisle in sladke sirotke (Lo in sod., 2007; Glass in Hedrick, 1976; Wong in 
sod., 1978) 
Sestavina Kisla sirotka Sladka sirotka  
voda (w/v) (%) 94-95 93-94 
suha snov (w/v) (%) 5,0-6,0 6,0-6,5 
laktoza (w/v) (%) 3,8-4,3 4,5-5,0 
mlečna kislina (w/v) (%) 
beljakovine (w/v) (%) 







VITAMINI (vrednosti za 100g suhe sirotke)   
vitamin A (IU) 
vitamin C (mg) 
vitamin B6 (mg) 
vitamin B12 (mg) 
tokoferol (vitamin E) (mg) 
tiamin (vitamin B1) (mg) 
riboflavin (vitamin B2) (mg) 
pantotenska kislina (mg) 
biotin (vitamin B7) (mg) 
niacin (mg) 
folacin (mg) 
holin (vitamin B8) (mg) 






















































Sladka sirotka je zaradi večje vsebnosti beljakovin in lažje nadaljnje obdelave zelo uporabna 
v živilski industriji, medtem ko uporaba kisle sirotke ni zelo razširjena (Erickson, 2017). 
Izdelke iz sladke sirotke, kot so sirotka v prahu, laktoza, koncentrat sirotkinih beljakovin in 
demineralizirana sirotka v prahu, običajno pridobivajo z metodo razprševanja v razpršilnih 
sušilnikih (Chen G.Q. in sod., 2016). 
 
Čeprav kisla sirotka vsebuje velike količine uporabnih hranilnih snovi, med katerimi so tudi  
sirotkine beljakovine s številnimi funkcionalnimi učinki, predstavlja njena nadaljnja 
obdelava velik tehnološki izziv, saj zahteva različne inovativne pristope obdelave (Chen 
G.Q. in sod. 2016). Večja vsebnost mlečne kisline v kisli sirotki je posledica fermentacije 
laktoze v mlečno kislino z mlečnokislinskimi bakterijami iz družine Streptococcaceae (rod 
Streptococcus) in Lactobacillaceae (rodovi Lactococcus, Leuconostoc in Lacticaseibacillus 
16 
Lah M. Mezofilna in termofilna anaerobna presnova kisle sirotke v bioplin.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2021  
 
in sorodnimi rodovi laktobacilov) (Keller, 2015 in Hublin in sod., 2012). Visoka 
koncentracija mlečne kisline in posledično visoka koncentracija laktatnih ionov v kisli 
sirotki otežuje njeno sušenje. Laktatni ioni zaradi higroskopne narave vežejo vodo, s tem 
nastaja lepljiv prah, ki povzroča operativne težave v razpršilnih sušilnikih (Chandrapala in 
sod., 2016). Pred postopkom sušenja kisle sirotke je potrebno z elektrodializo odstraniti 80 
% mlečne kisline, da se doseže enako razmerje med mlečno kislino in laktozo kot je v sladki 
sirotki (Chen G.Q. in sod., 2016). Posušeno kislo sirotko se uporablja kot dodatek pri 
krmljenju živali, ker je poceni vir visoko kakovostnih beljakovin in ogljikovih hidratov. 
Kislo sirotko v prahu uporabljajo tudi v slaščičarski, pekarski in mesni industriji, saj 
izboljšuje teksturo in aromo produktov in veže vodo (Božanić in sod., 2014). Tekoča kisla 
sirotka se lahko uporablja pri proizvodnji fermentiranih (alkoholnih) pijač. Skryplonek in 
sod. (2019) so pokazali, da je mešanica kisle sirotke, mleka, kondenziranega mleka in 
posnetega mleka v prahu dobra kombinacija za proizvodnjo probiotičnih fermentiranih pijač. 
Takšna uporaba kisle sirotke ne zahteva zapletene tehnologije in bi jo majhne mlekarne 
zlahka  izvajale.  
 
Uporaba neobdelane kisle sirotke ni zelo razširjena, največ se je porabi za krmljenje živali 
in kot dodatni substrat v procesu anaerobne presnove v že obstoječih bioplinskih napravah 
za pridobivanje bioplina (Chen G.Q. in sod., 2016; Zielewicz in sod., 2012). Raziskave 
potrjujejo, da hkratna razgradnja odpadnega biološkega blata z dodatkom organskih 
substratov, med katere sodi tudi kisla sirotka, poveča proizvodnjo bioplina (Zielewicz in 
sod., 2012). Za tehnologijo hkratne razgradnje je potrebno ugotoviti optimalno razmerje 
blata in sirotke, ki omogoča izboljšanje procesa proizvodnje bioplina (Zielewicz in sod., 
2012). Sirotka velja zaradi visoke vsebnosti organske snovi za lahko razgradljiv substrat. 
Zaradi njene nizke vrednosti pH in nizke alkalinitete je anaerobna razgradnja kisle sirotke 
zahteven proces. Potrebno je postopno doziranje k odpadnemu biološkemu blatu, saj ima 
lahko v nasprotnem primeru zaviralni učinek. Če sistem preobremenimo z dodano lahko 
razgradljivo organsko snovjo, pride do kopičenja KMK in posledično do padca vrednosti pH 
in zmanjšane proizvodnje bioplina (Fernández in sod., 2014). Ghaly in Ramkumar (1999) 
sta proučevala hkratno razgradnjo odpadnega blata in kisle sirotke in ugotovila, da je 
potrebno nadzorovati vrednost pH v bioreaktorju z dodajanjem natrijevega hidroksida. V 
reaktorju, kjer niso kontrolirali vrednosti pH, je prišlo do ireverzibilne inhibicije 
metanogeneze in proizveden plin ni vseboval metana. Comino in sod. (2012), so pokazali, 
da je proizvodnja metana možna s hkratno razgradnjo govejega gnoja in kisle sirotke (do 65 
% prostornine sirotke) brez popravljanja vrednosti pH s pomočjo kemikalij. Treu in sod. 
(2019) so odkrili, da hkratna razgradnja kisle sirotke in govejega gnoja ohranja vrednost pH 
višjo od 7,0. Proizvodnja metana je bila v tem primeru stabilna, brez večjega kopičenja 
kratkoverižnih  maščobnih kislin. Medtem ko so v primeru anaerobne razgradnje same kisle 
sirotke zabeležili hitro kopičenje KMK in padec pH. Zaradi nizke puferske kapacitete sirotke 
je tak proces potekal zelo nestabilno. Tudi visoka koncentracija amonijaka, ki nastane pri 
razgradnji sirotkinih beljakovin, lahko zavira bioplinski proces (Angelidaki in sod., 2003). 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL 
3.1.1 Laboratorijska oprema   
 Analitska tehtnica Mettler PN163 
 Analitska tehtnica KERN ALT220-4NM 
 Bioreaktorja Minifors 2 (Infors, Švica) 
 Cevi za prepihovanje steklenic 
 Centrifuga Allegra X-12R (Beckman Coulter, ZDA) 




 Homogenizator Polytron PT1200E (Kinematica AG, Švica) 
 Inkubator (Kambič laboratorijska oprema, Slovenija) 
 Integrator Shimadzu Chromatopac C-R6A (Shimadzu corporation, Japonska) 
 Kuhalnik za vodo 
 Stresalni inkubator Multitron II (Infors HT, Švica) 
 Magnetno mešalo Werke (IKA, Nemčija) 
 Mešalo VORTEX 3 (IKA, Nemčija) 
 pH-meter MP 225 (Mettler Toledo, Slovenija) 
 Plinski kromatograf Agilent GC-6850 z avtomatskim injektorjem (Agilent 
Technologies, Kitajska) 
 Plinski kromatograf Shimadzu GC-14A (Shimadzu corporation, Japonska) 
 Polavtomatske pipete Finnpipette (Thermo Scientific, ZDA) 
 Spektrofotometer Shimadzu UV-160A (Biochrom, Velika Britanija) 
 Spektrofotometer Novaspec II (Biochrom, Velika Britanija) 
 Steklene Pasteurjeve pipete (Werthein, Nemčija) 
 Sušilnik (Ehret, Nemčija) 
 Tehtnica KERN PCB (KERN & Sohn GmbH, Nemčija) 
 Termoblok (Hach, Nemčija) 
 Termoblok (Honna instruments, Romunija) 
 Vodna kopel (Kambič laboratorijska oprema, Slovenija) 
 Zamrzovalnik 
 Žarilni lončki 
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3.1.2 Kemikalije   
Pri izvedbi poskusa smo uporabili naslednje kemikalije: 
 dinatrijev hidrogen fosfat, Na2HPO4x2H2O 
 eter 
 izo-maslena kislina 
 izo-valerenska kislina 
 kalijev dihidrogen fosfat, KH2PO4 
 kalijev dikromat, K2Cr2O7 
 kapronska kislina 
 krotonska kislina 
 maslena kislina 
 natrijev klorid, NaCl  
 ocetna kislina 
 propionska kislina 
 srebrov sulfat, Ag2SO4 
 žveplova (VI)  kislina, H2SO4 
3.1.3 Anaerobna mikrobna biomasa   
Pri poskusih smo uporabili dve različni anaerobni mikrobni biomasi. Za poskus pri 
mezofilnih pogojih smo uporabili anaerobno mikrobno biomaso iz Centralne čistilne 
naprave Domžale-Kamnik d.o.o. (CČNDK), za poskus pri termofilnih pogojih pa smo 
uporabili anaerobno mikrobno biomaso iz bioplinarne Koto d.o.o. 
 
Pred izvedbo poskusov smo mikrobni biomasi izmerili vsebnost organske snovi (OS) 
(poglavje 3.2.2), vrednost pH (poglavje 3.2.5) in vsebnost KMK (poglavje 3.2.4). Vsi 
rezultati meritev so zbrani v Preglednici 6. 
Preglednica 6: Vrednosti izmerjenih parametrov za mikrobno biomaso iz CČNDK in mikrobno biomaso iz 
bioplinarne Koto d.o.o. 
Meritve Mikrobna biomasa iz CČNDK Mikrobna biomasa iz bioplinarne Koto 
pH 6,94 7,42 
ocetna kislina (g/L) 0,05 0,07 
OS (g/kg) 14,76 18,05 
CČNDK = Centralna čistilna naprava Domžale-Kamnik d.o.o., OS = organska snov, Ocetna kislina = edina 
kislina, ki smo jo zasledili s plinsko kromatografijo, ostale kisline so bile na meji detekcije 
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3.1.4 Substrati za bioplinski proces 
Pri poskusu smo uporabili tri substrate, in sicer primarno in sekundarno blato iz CČNDK, ki 
nastajata med aerobnim biološkim čiščenjem odpadne vode in kislo sirotko iz Ljubljanskih 
mlekarn d.o.o., ki je odpadni produkt kisle koagulacije mleka. 
 
Pred izvedbo poskusov smo v primarnem blatu, sekundarnem blatu in kisli sirotki izmerili 
vsebnost OS (poglavje 3.2.2), KPK (poglavje 3.2.3), vrednost pH (poglavje 3.2.5) in 
vsebnost KMK (poglavje 3.2.4). Podatke predhodnih analiz vsebnosti OS in KPK smo 
potrebovali za izračun ustreznih količin dodanih substratov in mikrobne biomase v poskusne 
mešanice. Analiza vsebnosti amonijaka in skupnega dušika je bila opravljena v kemijskem 
laboratoriju Oddelka za zootehniko Biotehniške fakultete. V Nacionalnem laboratoriju za 
zdravje, okolje in hrano so opravili analizo suhe snovi in vsebnosti celotnega organskega 
ogljika (TOC) v primarnem blatu, sekundarnem blatu in v kisli sirotki. Vsi rezultati meritev 
so zbrani v Preglednici 7. 
Preglednica 7: Vrednosti izmerjenih parametrov v poskusnih substratih 
Meritve Primarno blato  Sekundarno blato Kisla sirotka 
pH 5,39 6,10 4,53 
ocetna kislina (g/L) 0,51 0,43 0,48 









TOC (g/L) 19,63 13,09 26,60 
skupni dušik (g/kg) 1,61 2,63 0,70 
amonijak (g/kg) 0,15 0,44 0,10 
razmerje C/N 12 4,9 38 
OS = organska snov, SS = suha snov, TOC = skupni organski ogljik  
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3.2 METODE 
3.2.1 Shema poskusov   
 
 
MEZOFILNA/TERMOFILNA mikrobna biomasa= prvi poskus je potekal z mezofilno mikrobno biomaso, 
drugi poskus je potekal s termofilno mikrobno biomaso, NK = negativna kontrola, ST = standard oz. pozitivna 
kontrola, S = kisla sirotka, B = mešanica primarnega in sekundarnega blata v razmerju 1:1, S1+B = najmanjša 
koncentracija kisle sirotke in mešanica primernega blata in sekundarnega blata , S2+B = srednja koncentracija 
kisle sirotke in mešanica primernega blata in sekundarnega blata, S3+B = največja koncentracija kisle sirotke 
in mešanica primernega blata in sekundarnega blata. 
Slika 2: Shematski prikaz testa BMP kisle sirotke z  mešanico blata v poskusnih steklenicah  
 
F1 = kontrolni bioreaktor, F2 = poskusni bioreaktor 
Slika 3: Shematski prikaz poskusa v laboratorijskih bioreaktorjih 
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3.2.1.1 Test BMP v poskusnih  steklenicah  
Test biometanskega potenciala kisle sirotke v kombinaciji z mešanico primarnega in 
sekundarnega blata smo izvedli v litrskih poskusnih steklenicah pri dveh različnih 
temperaturah. Prvi poskus je potekal z mezofilno mikrobno biomaso iz CČNDK 32 dni pri 
temperaturi 39 C. Drugi poskus je potekal s termofilno mikrobno biomaso iz bioplinarne 
Koto 28 dni pri 55 C. V vse poskusne mešanice z blatom smo dodali enako količino blata, 
spreminjali smo le količino dodane sirotke. Pri obeh testih BMP smo pripravili 7 poskusnih 
mešanic, vsako v treh ponovitvah (Slika 2):  
- NK: negativna kontrola 
- ST: standard oz. pozitivna kontrola 
- S: kisla sirotka 
- B: mešanica primarnega in sekundarnega blata v razmerju 1:1 
- S1+B: najmanjša koncentracija kisle sirotke in blato (v razmerju S1:B = 1:4) 
- S2+B: srednja koncentracija kisle sirotke in blato (v razmerju S2:B = 2:3) 
- S3+B: največja koncentracija kisle sirotke in blato (v razmerju S3:B = 7:6) 
3.2.1.2 Poskus v bioreaktorjih 
Tretji poskus smo izvajali v dveh litrskih bioreaktorjih Minifors 2 (Infors, Švica). Poskus je 
potekal 42 dni pri mezofilnih pogojih (39 C) z mikrobno biomaso iz CČNDK. Bioreaktor 
F1 je služil kot kontrolni in bioreaktor F2 kot poskusni bioreaktor (Slika 3). S tem poskusom 
smo testirali, kako dodajanje kisle sirotke in mešanice blata v tridnevnih zaporednih 
intervalih vpliva na potek bioplinskega procesa. Poleg tega nas je zanimalo, ali proces 
anaerobne razgradnje pri večjih obremenitvah (0,5 g KPKsirotke/1 g OSmikrobne biomase) s kislo sirotko 
poteka nemoteno in privede do povečanega izplena metana. Oba biorekatoja sta bila 
povezana z računalniškim programom BlueVis (BlueSens, Nemčija), preko katerega smo 
med poskusom spremljali izmerjeni tlak, volumen nastalega bioplina in odstotek 
proizvedenega metana. Program Eve (Infors, Švica) pa je beležil temperaturo, pH in pO2.  
3.2.2 Analiza vsebnosti suhe (SS) in organske snovi (OS) 
Pred izvedbo testa BMP smo izmerili vsebnost SS in OS v mikrobni biomasi, primarnem 
blatu in sekundarnem blatu ter kisli sirotki, da smo v nadaljevanju lahko izračunali ustrezne 
količine dodanega substrata in mikrobne biomase v poskusne mešanice. 
 
Najprej smo izmerili vsebnost suhe snovi, ki je sestavljena iz organske snovi in pepela 
(anorganski del suhe snovi). V predhodno posušene (1 ura pri  105 C)  in na analitski tehtnici 
stehtane žarilne lončke smo zatehtali 10 g vzorca in jih sušili pri temperaturi 105 C do 
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konstantne teže. Po sušenju smo lončke ohladili v eksikatorju, jih ponovno stehtali (Standard 
Methods, 2006) in SS izračunali z  enačbo (1). 
𝑆𝑆 (𝑔 𝑘𝑔⁄ ) = ((𝑚𝑝𝑜𝑠 −  𝑚𝑙𝑜𝑛) 𝑀𝑣𝑧⁄ ) ∗ 1000             … (1) 
mpos – masa žarilnega lončka z vzorcem po sušenju (g) 
mlon – masa praznega žarilnega lončka (g) 
Mvz – masa vzorca pred sušenjem (10g) 
 
V drugem delu analize smo žarilne lončke s suho snovjo žarili v predhodno segreti žarilni 
peči pri temperaturi 550 C do konstantne teže. Po žarjenju smo lončke prestavili v eksikator, 
da so se ohladili in jih nato ponovno stehtali. Količino OS v posameznem vzorcu (Standard 
Methods, 2006) smo izračunali iz razlike med SS in anorgansko snovjo (pepel) z  enačbo 
(2).  
𝑂𝑆 (𝑔 𝑘𝑔⁄ ) = ((𝑚𝑝𝑜𝑠 − 𝑚𝑝𝑜ž) 𝑀𝑣𝑧⁄ ) ∗ 1000             … (2) 
mpož – masa žarilnega lončka z vzorcem po žarjenju (g) 
3.2.3 Kemijska potreba po kisiku (KPK)  
Meritve KPK smo izvedli po standardni kolorimetrični zaprti refluksni metodi (Standard 
Methods, 2006) za vzorce primarnega in sekundarnega blata ter kislo sirotko v dveh 
ponovitvah. Poleg vzorcev smo pripravili še negativno kontrolo (voda) in standardne 
raztopine glukoze v destilirani vodi (100 mg/L, 300 mg/L, 500 mg/L, 700 mg/L in 1000 
mg/L) za umeritveno krivuljo. 
 
Pri tem testu smo uporabljali reagenta SAR in DSh. Reagent DSh je vseboval 833 mL 
destilirane vode, 167 mL koncentrirane H2SO4 in 10,216 g K2Cr2O7. Reagent SAR pa je bil 
sestavljen iz 10 g Ag2SO4 v  1 L koncentrirane H2SO4.  
 
Najprej smo v epruvete HACH odpipetirali 1,25 mL ustrezno redčenega vzorca (primarno 
blato / sekundarno blato / kisla sirotka / voda / standardne raztopine glukoze) in dodali 0,75 
mL reagenta DSh. Nato smo s pipetorjem ob notranji steni epruvet dodali 1,75 mL reagenta 
SAR tako, da se je ustvaril sloj kisline pod vzorcem in reagentom DSh. Epruvete smo tesno 
zaprli s pokrovčki s teflonskim tesnilom in jih nekajkrat premešali z obračanjem. Zaradi 
močne eksotermne reakcije v mešanici so se epruvete močno segrele, zato smo jih najprej 
odzračili in jih šele nato postavili v predhodno segret termoblok pri  150 C za 2 uri. Analizo 
KPK smo izvajali v digestoriju. Po 2 urah segrevanja  smo epruvete ohladili na sobno 
temperaturo, jih premešali tako, da se je kondenz združil z vzorcem in zatem s 
spektrofotometrom pomerili absorbanco pri 600nm. Ker ima glukoza znano kemijsko 
sestavo, smo lahko vrednost KPK izračunali in tako pri prikazu koncentracij KPK na 
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umeritveni krivulji upoštevali, da 1000 mg glukoze ustreza 1070 g KPK. Iz dobljene enačbe 
umeritvene krivulje smo izračunali vsebnost KPK za ostale vzorce z neznano kemijsko 
sestavo. 
 
Glede na rezultate meritev KPK smo izračunali količino substrata, s katero smo v različnih 
poskusnih mešanicah v testu BMP obremenili mikrobno biomaso. Prav tako smo vrednost 
KPK izmerili za vse poskusne mešanice testa BMP prvi in zadnji dan poskusa.  
3.2.4 Analiza vsebnosti kratkoverižnih maščobnih kislin (KMK)  
V vzorcih poskusnih mešanic smo med testom BMP kvantitativno ugotavljali prisotnost 
KMK. Poskusne mešanice smo vzorčili na različne dneve in sicer tako, da smo z iglo predrli 
gumijasti zamašek na steklenici in v mikrocentrifugirke (Eppendorf, Nemčija) odvzeli po 
1,5 mL vzorca. Vzorce smo do analize hranili pri temperaturi -20 C. 
 
Pred analizo KMK s plinsko kromatografijo smo vzorce in standardni kalibracijski vzorec 
ekstrahirali z  etrsko ekstrakcijo po prilagojeni metodi (Adorno in sod., 2014). Kot standard 
za umerjanje kolone plinskega kromatografa smo uporabili standardno kalibracijsko 
raztopino sedmih kratkoverižnih maščobnih kislin (KR), ki so navedene v Preglednici 8. 
Ekstrakcija je potekala tako, da smo vzorce na dan analize odmrznili pri sobni temperaturi 
in jih nato centrifugirali 5 minut pri 10 000 vrt/min. Po centrifuguranju smo v epruvete 
HACH, v katere smo predhodno z malo spatulo dodali 0,5 g NaCl, odpipetirali 1 mL vzorca 
(supernatanta), 100 µL internega standarda (1 g/100 mL krotonske kisline), 200 µL 50 % 
H2SO4 in 1 mL predhodno na ledu ohlajenega etra. Standardni kalibracijski vzorec smo 
ekstrahirali na enak način kot vzorce, le da je ta namesto 1 mL vzorca vseboval 1 mL 
standardne kalibracijske raztopine (KR). Epruvete so bile med posameznimi fazami 
ekstrakcije tesno zaprte z zamaški, da smo preprečili izhlapevanje KMK. 
 
Etrske ekstrakte KMK smo analizirali s  plinskim  kromatografom  Agilent GC-6850 s 
plamensko-ionizacijskim detektorjem (FID). Kot nosilni plin smo uporabili vodik. 
Temperatura injektorja je bila 250 C in temperatura detektorja 300 C. Avtomatski injektor 
je vbrizgal 1 µL vzorca v načinu split (50:1). Analiza je potekala 4,43 minute na kapilarni 
koloni s polarno stacionarno fazo tipa WAXetr (polietilen glikol) (Agilent, ZDA) pri 
temperaturnem programu od 150 C (2 minuti) do 200 C (1 minuto) s hitrostjo naraščanja 
temperature 35 C/minuto.   
  
24 
Lah M. Mezofilna in termofilna anaerobna presnova kisle sirotke v bioplin.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2021  
 
Preglednica 8: Koncentracije kratkoverižnih maščobnih kislin v standardni kalibracijski raztopini (KR) 








3.2.5 Merjenje pH 
V testu BMP smo prvi in zadnji dan poskusa izmerili vrednosti pH vsem poskusnim 
mešanicam. Za merjenje pH smo uporabili pH-meter MP 225 (Mettler Toledo), katerega 
smo umerili na pH=7. Med meritvami posameznih vzorcev, smo elektrodo spirali z 
destilirano vodo. 
3.3 IZVEDBA TESTA BIOMETANSKEGA POTENCIALA (BMP) 
3.3.1 Priprava mikrobne biomase za test BMP 
V magistrski nalogi smo s testom BMP merili proizvodnjo bioplina in metana v mezofilnih 
in termofilnih pogojih, zato smo za inokulum uporabili dve različni anaerobni mikrobni 
biomasi. Za mezofilni proces smo uporabili anaerobno mikrobno biomaso iz CČNDK. Pred 
začetkom poskusa smo mikrobno biomaso termostatirali v inkubatorju 7 dni pri 37 C. Za 
termofilni proces smo uporabili anaerobno mikrobno biomaso iz bioplinarne Koto d.o.o., ki 
smo jo pred začetkom poskusa 7 dni termostatirali v inkubatorju pri 55 C. Med 
termostatiranjem smo stabilizirali mikrobno biomaso in s tem zmanjšali v vzorcu prisotne 
količine organske snovi, ki bi sicer vplivale na lažno povečano količino proizvedenega 
bioplina v testnih mešanicah. 
3.3.2 Priprava deoksigenirane vode 
Pred izvedbo testa BMP smo za pripravo poskusnih mešanic pripravili ustrezno količino 
deoksigenirane vodovodne vode. Prekuhano vodo smo prelili v steklenice, jih 5 min  
prepihovali z dušikom in jih zatem takoj zaprli z gumijastimi in aluminijastimi zamaški. Do  
uporabe smo jih hranili v temi pri sobni temperaturi. 
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3.3.3 Priprava fosfatnega pufra 
Da bi med testom BMP zagotovili čim manjše nihanje pH vrednosti, smo v vse poskusne 
mešanice dodali fosfatni pufer. Po recepturi v Preglednici 9 smo ločeno pripravili obe 
raztopini in ju zmešali v razmerju 1:1 v potrebnih količinah. Do uporabe smo pripravljen 
fosfatni pufer hranili v hladilniku pri 4 oC. 
Preglednica 9: Sestava fosfatnega pufra 
Sestavina Količina 
Raztopina 1  
KH2PO4 45,06 g 
Deionizirana voda 1000 mL 
Raztopina 2  
Na2HPO4 x 2H2O 97,54 g 
Deionizirana voda 1000 mL 
3.3.4 Izračun sestave poskusnih mešanic 
Test BMP je potekal v anaerobnih pogojih v litrskih steklenicah z delovnim volumnom 500 
mL. Na podlagi predhodnih poskusov smo se odločili uporabiti 4 g OSmikrobne biomase/ L 
mešanice. Iz podatkov, pridobljenih z analizo vsebnosti SS in OS v mikrobeni biomasi 
(poglavje 3.2.2) smo izračunali volumen mikrobne biomase v posamezni poskusni mešanici 




∗ 1000             … (3) 
V1 – dodan volumen mikrobne biomase v poskusne mešanice (mL) 
c2 – koncentracija mikrobne biomase v poskusni mešanici (g OS/L) 
V2- volumen poskusne mešanice ( L) 
c1 – vsebnost organske snovi v mikrobni biomasi (g OS/L) 
 
Glede na predhodne teste biometanskega potenciala smo mikrobno biomaso v poskusnih 
mešanicah obremenili s substrati, kot je prikazano v Preglednici 10.    
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NK = negativna kontrola, ST = standard, S = kisla sirotka, B = mešanica primarnega in sekundarnega blata v 
razmerju 1:1, S1+B = najmanjša koncentracija kisle sirotke in blato, S2+B = srednja koncentracija kisle sirotke 
in blato, S3+B = največja koncentracija kisle sirotke in blato, OS = organska snov, KPK = kemijska potreba 
po kisiku 
Delež primarnega in sekundarnega blata je bil v vseh poskusnih mešanicah enak, razlikovali 
so se samo deleži dodane kisle sirotke. Za izračun količine dodanega substrata mikrobni 
biomasi v testu BMP smo uporabili podatke o kemijski potrebi po kisiku za posamezni 
substrat in o predvideni obremenitvi mikrobne biomase. Količino dodanega substrata smo 




               … (4) 
Vs – volumen substrata (mL) 
obremenitev – obremenitev mikrobne biomase s substratom (g KPKsubstrata/1 g OSmikrobne biomase) 
KPK substrata – izmerjena vrednosti KPK substrata (g KPK/g) 
 
V test BMP smo vključili tudi pozitivno (standard) in negativno kontrolo. V poskusne 
steklenice s pozitivno kontrolo smo mikrobni biomasi dodali glukozo, ki je lahko dostopen 
in hitro razgradljiv vir energije. S tem smo preverili aktivnost mikrobne biomase. V 
poskusne steklenice z negativno kontrolo mikrobni biomasi nismo dodali substrata, saj smo 
s tem želeli preveriti bazalno proizvodnjo bioplina mikrobne biomase. Volumen 
proizvedenega bioplina negativne kontrole smo odšteli od volumna nastalega bioplina pri 
ostalih poskusnih mešanicah, da smo pri rezultatih ovrednotili proizvedeni bioplin, ki je 
nastal le na račun dodanega substrata. 
3.3.5 Priprava poskusnih mešanic za test BMP 
Pri obeh poskusih, z mezofilno in termofilno mikrobno biomaso, smo za pripravo 
posameznih poskusnih mešanic za test BMP uporabili enake obremenitve in ustrezne 
količine mikrobne biomase (4 g OSmikrobne biomase/L). Organska snov (OS) mezofilne 
mikrobne biomase je znašala 14,755 g/L, zato smo v vse poskusne mešanice dodali 135,5 
mL mikrobne biomase (izračunano po enačbi 3). Organska snov (OS) termofilne mikrobne 
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biomase je znašala 18,046 g/L, zato smo v vse poskusne mešanice dodali 110,8 mL mikrobne 
biomase (izračunano po enačbi 3). 
 
V vsako poskusno steklenico, smo poleg mikrobne biomase in substrata (v negativno 
kontrolo nismo dodali substrata) dodali še 20 mL fosfatnega pufra in deoksigenirano vodo 
do končnega volumna 500 mL.  
 
Med pripravo poskusnih mešanic smo vsebino steklenic konstantno prepihovali z dušikom 
in jih greli v vodni kopeli pri ustrezni temperaturi (Slika 4). Pri poskusu s termofilno 
mikrobno biomaso smo ohranjali temperaturo vodne kopeli pri 55 °C, pri poskusu z 
mezofilno mikrobno biomaso pa pri 39 C. Kislo sirotko in mešanico primarnega in 
sekundarnega blata smo med pripravo mešali na magnetnem mešalu in ju prav tako 
prepihovali z dušikom. Poskusne steklenice smo po dodatku vseh sestavin prepihovali z 
dušikom še dodatnih 20 minut, nato smo jih zatesnili z gumijastimi in aluminijastimi 
zamaški. Natančna sestava poskusnih mešanic za test BMP pri mezofilnih pogojih je opisana 
v Preglednici 11, pri termofilnih pogojih pa v Preglednici 12. 
Preglednica 11: Sestava poskusnih mešanic za test BMP z mezofilno mikrobno biomaso 
Poskusna mešanica NK ST S B S1+B S2+B S3+B 
mikrobna biomasa [g] 135,5 135,5 135,5 135,5 135,5 135,5 135,5 
glukoza [g] / 0,561 / / / / / 
kisla sirotka [g] / / 8 / 2,7 8 13,3 
blato [g] / / / 11,8 11,8 11,8 11,8 
fosfatni pufer [mL] 20 20 20 20 20 20 20 
deionizirana voda [mL] 344,5 343,9 336,5 332,7 330,0 324,7 319,3 
SKUPAJ 500 500 500 500 500 500 500 
NK = negativna kontrola, ST = standard, S = kisla sirotka, B = mešanica primarnega in sekundarnega blata v 
razmerju 1:1, S1+B = najmanjša koncentracija kisle sirotke in blato, S2+B = srednja koncentracija kisle sirotke 
in blato, S3+B = največja koncentracija kisle sirotke in blato 
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Preglednica 12: Sestava poskusnih mešanic z test BMP s termofilno mikrobno biomaso 
Poskusna mešanica NK ST S B S1+B S2+B S3+B 
mikrobna biomasa [g] 110,8 110,8 110,8 110,8 110,8 110,8 110,8 
glukoza [g] / 0,561 / / / / / 
kisla sirotka [g] / / 8 / 2,7 8 13,3 
blato [g] / / / 11,8 11,8 11,8 11,8 
fosfatni pufer [mL] 20 20 20 20 20 20 20 
deionizirana voda [mL] 369,2 368,6 361,2 357,4 354,7 349,4 344,0 
SKUPAJ 500 500 500 500 500 500 500 
NK = negativna kontrola, ST = standard, S = kisla sirotka, B = mešanica primarnega in sekundarnega blata v 
razmerju 1:1, S1+B = najmanjša koncentracija kisle sirotke in blato, S2+B = srednja koncentracija kisle sirotke 
in blato, S3+B = največja koncentracija kisle sirotke in blato 
 
Slika 4: Priprava poskusnih steklenic za test BMP 
V testu BMP smo poskusne mešanice z mezofilno mikrobno biomaso inkubirali 32 dni v 
stresalnem inkubatorju pri 39 C in 120 vrt/min, poskusne mešanice s termofilno mikrobno 
biomaso pa 28 dni v stresalnem inkubatorju  pri 55 C in 120 vrt/min (Slika 5). Stresanje v 
stresalnem inkubatorju je pri obeh poskusih potekalo v temi. 
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Slika 5: Poskusne steklenice med testom BMP v stresalnem inkubatorju  
3.3.6 Odvzem in analiza vzorcev 
Iz vseh poskusnih steklenic smo pred začetkom inkubacije in zadnji dan inkubacije odvzeli 
25 mL vzorca mešanice, od tega smo 1,5 mL takoj odpipetirali v mikrocentrifugirke in jih 
do izvedbe analize KMK shranili pri -20 C. Odvzetim vzorcem smo pomerili pH in jih nato 
do izvedbe analize KPK hranili v zamrzovalniku pri -20 C (poglavje 3.2.3). 
 
Vsebnost KMK v odvzetih vzorcih (Slika 6) smo pri poskusu z mezofilno mikrobno biomaso 
analizirali začetni dan in po 1, 4, 7, 11, 14, 21 in 32 dneh inkubacije, za poskus s termofilno 
mikrobno biomaso pa začetni dan in po 1, 4, 7, 11, 14, 21, 28 dneh inkubacije. Analiza KMK 
je potekala po postopku opisanem v poglavju 3.2.4. 
 
Slika 6: Odvzem vzorca z brizgalko  za analizo kratkoverižnih maščobnih kislin (KMK) 
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Za poskus z mezofilno mikrobno biomaso smo meritve volumna nastalega bioplina in 
njegove sestave izvedli po 1, 2, 4, 5, 7, 8, 11, 14, 18, 21, 25, 28 in 32 dneh inkubacije. 
Volumen nastalega bioplina in njegovo sestavo, smo za poskus s termofilno mikrobno 
biomaso merili po 1, 2, 4, 5, 7, 8, 11, 14, 18, 21, 25 in 28 dneh inkubacije. 
3.3.7 Merjenje volumna nastalega bioplina 
Volumen nastalega bioplina v poskusnih mešanicah smo merili z manometrom na vodni 
stolpec glede na nadtlak v steklenicah (Hansen in sod., 2004). Meritve so potekale tako, da 
smo z iglo, pritrjeno na plastično brizgalko, predrli gumijasti zamašek vsake poskusne 
steklenice in s plastično brizgalko, ki je bila preko razdelilnika povezana s cevko vodnega 
stolpca, iz steklenic izvlekli nastali bioplin do izenačitve tlakov (Slika 7). Na brizgalki  smo 
odčitali izmerjeni volumen bioplina in ga zabeležili. Nato smo brizgalko  z iglo iztaknili iz 
gumijastega zamaška in s cevke vodnega stolpca ter jo izpraznili. 
 
Slika 7: Merjenje volumna nastalega bioplina z brizgalko  in manometrom na vodni stolpec 
3.3.7.1 Skupna proizvodnja bioplina 
Volumne nastalega bioplina, ki smo jih izmerili v vseh poskusnih mešanicah, smo 
standardizirali s splošno plinsko enačbo (6). 
𝑉0 =  
𝑃𝑥∗𝑉𝑥∗𝑇0
𝑇𝑥∗𝑃0
             … (5) 
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V0 – volumen plina pri standardnih pogojih (mL) 
Px – zračni tlak v času meritve (hPa) 
Vx – izmerjen volumen bioplina (mL) 
T0 – standardna temperatura (273,15 K) 
Tx – temperatura inkubacije (310 K) 
P0 – standardni tlak (10
3 hPa) 
 
Podatke o povprečnem zračnem tlaku v času meritve za posamezni dan smo pridobili na 
spletni strani Agencije Republike Slovenije za okolje (ARSO, 2020).  
 
Pri vseh poskusnih mešanicah smo vse izmerjene volumne nastalega bioplina sešteli in s tem 
dobili podatke o skupni proizvodnji bioplina v posameznih mešanicah.  Povprečno vrednost 
standardiziranih volumnov za negativno kontrolo (NK) smo odšteli od povprečnih vrednosti 
standardiziranih volumnov preostalih poskusnih mešanic in tako izračunali, koliko bioplina 
je dejansko nastalo med testom BMP na račun dodanega substrata. 
3.3.8 Merjenje sestave nastalega bioplina 
Sestavo nastalega bioplina smo ugotavljali s plinsko kromatografijo. Uporabljali smo plinski 
kromatograf Shimadzu GC-14A z detektorjem na toplotno  prevodnost (TCD). Kot nosilni 
plin smo uporabljali helij, s pretokom 25 mL/min. Ločevanje plinov je potekalo na jekleni 
koloni s stacionarno fazo PORAPAK Q. Temperatura injektorja je bila 50 C, temperatura 
kolone 30 C in temperatura detektorja 80 C. Za kalibracijo plinskega kromatografa smo 
uporabili 100 µL standardne mešanice plinov z znano sestavo: 15,0 % H2, 20,2 % N2, 20,0 
% CH4, 44,8 % CO2 in kalibracijo izvedli po metodi normalizacije površine pikov. Iz vsake 
poskusne mešanice smo s plinotesno brizgalko  odvzeli 100 µL plina in ga vbrizgali v 
injektor na vrhu plinskega kromatografa. Analiza je potekala 6 minut in na osnovi predhodne 
kalibracije s standardno mešanico plinov je integrator Shimadzu Chromatopac C-R6A 
izračunal  deleže detektiranih plinov vbrizganega vzorca.  
3.3.8.1 Skupna proizvodnja metana 
Iz standardiziranih volumnov bioplina in iz izmerjenih deležev metana, smo s pomočjo 
enačbe (7) izračunali volumen metana pri standardnih pogojih. 
𝑉(𝐶𝐻4) =  
% 𝐶𝐻4∗𝑉0 
100
              … (6) 
V (CH4) – volumen nastalega metana pri standardnih pogojih (mL) 
% CH4 – odstotek metana  
V0 – volumen bioplina pri standardnih pogojih (mL) 
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Povprečno vrednost volumnov nastalega metana negativnih kontrol (NK) treh ponovitev 
smo odšteli po dnevih od povprečnih vrednosti volumnov metana pri standardnih pogojih 
preostalih poskusnih mešanic. Volumne metana smo sešteli po dnevih in tako dobili skupno 
proizvodnjo metana na račun dodanega substrata. 
3.3.8.2 Izplen metana 
Realni izplen metana (v %) smo izračunali po enačbi (8) glede na teoretični izplen metana, 
ki znaša 350 mL na 1 g KPKsubstrata (Deublein in Steinhauser, 2008). 
𝐼𝑍𝑃𝐿𝐸𝑁 𝐶𝐻4 (%) =  
𝑉∗100 
350 𝑚𝐿
              … (7) 
V – proizvedeni volumen metana na 1 g KPKsubstrata (mL) 
% CH4 – izplen metana v odstotkih 
3.4 POSKUS V LABORATORIJSKIH BIOREAKTORJIH 
V dva bioreaktorja smo najprej odmerili deoksigenirano vodo in fosfatni pufer. Ob 
konstantnem mešanju (80 vrt/min) in prepihovanju z dušikom smo vsebino segreli na 39 C. 
Ko se je koncentracija kisika v bioreaktorjih ustrezno znižala, smo v oba bioreaktorja dodali 
mikrobno biomaso in mešanico primarnega in sekundarnega blata. Sirotko smo dodali samo 
v poskusni bioreaktor (Preglednica 14). 
 
Začetni delovni volumen obeh bioreaktorjev je znašal 800 mL. Za pripravo poskusne in 
kontrolne mešanice v bioreaktorjih smo uporabili enake količine mikrobne biomase (4 g 
OSmikrobne biomase/ L mešanice) in obremenitve z največjo koncentracijo kisle sirotke in blata 
kot pri prvih dveh testih BMP (Preglednica 10). Na osnovi podatkov pridobljenih z analizo 
vsebnosti SS in OS v mikrobni biomasi (poglavje 3.2.2) smo izračunali količino potrebne 
mikrobne biomase (izračunano po enačbi 3). Vsebnost organske snovi (OS) mezofilne 
mikrobne biomase je znašala 15,186 g/L, zato smo v oba bioreaktorja dodali 210,5 mL 
mikrobne biomase (izračunano z  enačbo  3). V oba bioreakroja smo dodali tudi mešanico 
primarnega in sekundarnega blata in sicer 18,9 g, saj je obremenitev znašala 0,3 g KPKblata/1 
g OSmikrobne biomase. Poskusni bioreaktor smo obremenili z največjo koncentracijo kisle sirotke 
(0,5 g KPKkisle/1 g OSmikrobne biomase),dodali smo jo 21,3 g. Natančna sestava poskusnih 
mešanic v bioreaktorjih je opisana v Preglednici 13. 
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Preglednica 13: Sestava poskusnih mešanic v bioreaktorjih z mezofilno mikrobno biomaso 
Poskusna mešanica F1 F2 
mikrobna biomasa [g] 210,5 210,5 
kisla sirotka [g] / 21,3 
blato [g] 18,9 18,9 
fosfatni pufer [mL] 32 32 
deionizirana voda [mL] 538,5 517,2 
SKUPAJ 800 800 
F1 = kontrolni bioreaktor, F2 = poskusni bioreaktor 
 
Slika 8: Bioreaktorja s poskusnimi mešanicami: F1 (levo) - kontrolni bioreaktor in F2 (desno) - poskusni 
bioreaktor 
V oba bioreaktorja smo nato na 3 dni dodajali mešanico primarnega in sekundarnega blata 
(1:1) (18,9 mL). V poskusni bioreaktor smo na 3 dni dodajali tudi sirotko (21,3 mL). Pred 
začetkom inkubacije in zadnji dan inkubacije smo iz obeh  reaktorskih posod odvzeli 100 
mL vzorca, 4,5 mL smo takoj odpipetirali v 3 mikrocentrifugirke in jih do izvedbe analize 
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KMK shranili pri -20 C. Za analizo KPK smo shranili 10 mL vzorca. Analizo KPK odvzetih 
vzorcev smo izvedli po postopku opisanem v poglavju 3.2.3. Ostali volumen vzorca smo do 
izvedbe analize amonijaka shranili pri -20 C. Za analizo amonijaka smo 21. dan poskusa iz 
obeh bioreaktorjev odvzeli po 50 mL vzorca. Analiza vsebnosti amonijaka je bila opravljena 
v kemijskem laboratoriju oddelka za zootehniko Biotehniške fakultete na 3 dni. Preden smo 
vsake 3 dni v bioreaktorja dodali substrate, smo iz obeh bioreaktorjev odvzeli enake količine 
vsebine in od tega po 4,5 mL vzorca za analizo KMK. Analiza KMK je potekala po postopku 
opisanem v poglavju 3.2.4. 
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4 REZULTATI 
4.1 REZULTATI TESTA BMP PRI MEZOFILNIH POGOJIH 
4.1.1 Vrednost pH 
Vrednosti pH smo v poskusnih mešanicah izmerili na začetku (dan 0) in na koncu (dan 32) 
poskusa. V vseh poskusnih mešanicah se je povprečna vrednost pH zmanjšala (Slika 9). Na 
začetku poskusa so se vrednosti pH gibale v območju med 7,0 in 7,2, na koncu poskusa pa 
med 6,8 in 7,1. Vrednosti pH se v poskusnih mešanicah niso pomembno znižale, v povprečju 
le za 0,12. Največje zmanjšanje vrednosti pH tekom poskusa smo zaznali pri poskusni 
mešanici s srednjo koncentracijo kisle sirotke (S2+B), kjer je bila vrednost pH ob koncu 
testa BMP za 0,21 nižja kot na začetku.   
 
NK = negativna kontrola, ST = standard, S = kisla sirotka, B = mešanica primarnega in sekundarnega blata v 
razmerju 1:1, S1+B = najmanjša koncentracija kisle sirotke in blato, S2+B = srednja koncentracija kisle sirotke 
in blato, S3+B = največja koncentracija kisle sirotke in blato, t(0) = začetek testa BMP, t(32) = konec testa 
BMP. Rezultati so prikazani kot povprečne vrednosti treh meritev s standardnimi odkloni. 
Slika 9: Povprečne vrednosti pH poskusnih mešanic na začetku in na koncu testa BMP pri mezofilnih 
pogojih s prikazanimi standardnimi napakami 
4.1.2 Kratkoverižne maščobne kisline (KMK) 
Najvišjo koncentracijo KMK smo izmerili pri mešanici z največjo koncentracijo kisle sirotke 
(S3+B), kjer je skupna vrednost KMK ob koncu testa BMP znašala 1,2 g/L. Najnižjo 
koncentracijo KMK smo izmerili pri standardu (ST), kjer je skupna vrednost KMK ob koncu 
testa BMP znašala 0,3 g/L. Pri mezofilnih pogojih je bila v vseh poskusnih mešanicah najbolj 
zastopana ocetna kislina, do največ 0,24 g/L, sledila je propionska kislina, do največ 0,29 
g/L. Poleg njiju pa smo v poskusu v zelo nizkih koncentracijah zasledili tudi izomasleno, 
masleno, izovalerensko, valerensko in kapronsko kislino, skupno do največ 0,12 g/L. Med 
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Povprečne vrednosti KMK med testom BMP pri mezofilnih pogojih so prikazane v prilogi 
A. 
4.1.3 Volumen nastalega bioplina  
Pri mezofilnih pogojih je bila proizvodnja bioplina najbolj intenzivna v prvih  petih dneh 
testa BMP (Slika 10 ), nato se je proizvodnja počasi povečevala do 32. dne oz. do konca 
poskusa. To velja za vse poskusne mešanice, razen za poskusno mešanico s kislo sirotko 
brez blata (S), kjer se je proizvodnja bioplina po 28. dnevu začela zmanjševati.  
 
Največ bioplina je nastalo v poskusni mešanici s kislo sirotko (S) in sicer 638,6 mL bioplina 
na 1 g KPKsubstrata, najmanj pa v poskusni mešanici z blatom (B) in sicer 410,7 mL bioplina 
na 1 g KPKsubstrata. Pri poskusnih mešanicah, kjer je potekala anaerobna razgradnja blata z 
dodanimi različnimi koncentracijami kisle sirotke, je največ bioplina proizvedla poskusna 
mešanica s srednjo koncentracijo kisle sirotke (S2+B) in sicer 467,9 mL bioplina na 1 g 
KPKsubstrata, najmanj pa mešanica z najmanjšo koncentracijo kisle sirotke (S1+B) in sicer 
417,3 mL bioplina na 1 g KPKsubstrata. Pri mešanici z blatom (B) (410,7 mL) smo izmerili 
podobne količine proizvedenega bioplina kot pri mešanicah z najamnjšo koncentracijo kisle 
sirotke (S1+B) (417,3 mL). Prav tako je do minimalnih razlik v nastalem volumnu bioplina 
prišlo pri mešanici z največjo (S3+B) (457,1 mL) in srednjo koncentracijo kisle sirotke 
(S2+B) (467,9 mL). 
 
S = kisla sirotka, B = mešanica primarnega in sekundarnega blata v razmerju 1:1, S1+B = najmanjša 
koncentracija kisle sirotke in blato, S2+B = srednja koncentracija kisle sirotke in blato, S3+B = največja 
koncentracija kisle sirotke in blato, KPK = kemijska potreba po kisiku 
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4.1.4 Volumen nastalega metana  
Enako kot pri proizvodnji bioplina, je bila proizvodnja metana najintenzivnejša v prvih petih 
dneh testa BMP (Slika 11), nato se je proizvodnja počasi povečevala do 32. dne oz. do konca 
poskusa. Samo v poskusni mešanici s kislo sirotko brez blata (S) se je proizvodnja metana 
po 28. dnevu upočasnila.  
 
Največ metana je nastalo v poskusni mešanici s samo kislo sirotko (S), in sicer 381,8 mL 
metana na 1 g KPKsubstrata, najmanj pa v poskusni mešanici z največjo koncentracijo kisle 
sirotke (S3+B), in sicer 252,3 mL metana na 1 g KPKsubstrata. Do minimalnih razlik v 
proizvodnji metana je prišlo pri mešanicah s srednjo koncenracijo kisle sirotke (S2+B) 
(278,5 mL), najmanjšo koncentracijo kisle sirotke (S1+B) (286,1 mL) in pri mešanici z 
blatom (B) (285,6 mL).  
 
S = kisla sirotka, B = mešanica primarnega in sekundarnega blata v razmerju 1:1, S1+B = najmnajša 
koncentracija kisle sirotke in blato, S2+B = srednja koncentracija kisle sirotke in blato, S3+B = največja 
koncentracija kisle sirotke in blato, KPK = kemijska potreba po kisiku 
Slika 11: Volumen nastalega metana (mL) pri standardnih pogojih na 1 g KPKsubstrata med testom BMP pri 
mezofilnih pogojih 
Med poskusom smo ugotavljali tudi deleže metana v nastalem bioplinu (Preglednica 14). 
Največji delež metana v bioplinu je bil ob koncu testa BMP v poskusni mešanici z blatom 
(B) in sicer 69,5 %, nekoliko manjši je bil v poskusni mešanici z najmanjšo koncentracijo 
kisle sirotke (S1+B) (68,6 %). Najmanjši delež metana smo ugotovili v poskusni mešanici z 
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Preglednica 14: Največji deleži metana (%) v nastalem bioplinu in povprečni deleži metana (%) v nastalem 
bioplinu na zadnji dan testa BMP pri mezofilnih pogojih 
Poskusna mešanica Največji delež metana v bioplinu 
med poskusom (%) 
Delež metana v bioplinu na zadnji 
dan poskusa (%) 
S 65,9 59,8 
B  69,5 69,5 
S1+B 68,6 68,6 
S2+B 65,7 59,5 
S3+B 65,1 55,2 
S = kisla sirotka, B = mešanica primarnega in sekundarnega blata v razmerju 1:1, S1+B = najmanjša 
koncentracija kisle sirotke in blato, S2+B = srednja koncentracija kisle sirotke in blato, S3+B = največja 
koncentracija kisle sirotke in blato 
4.1.5 Izplen metana 
Izplen metana smo izračunali glede na dodani KPK substrata. Na osnovi obremenitev 
mikrobne biomase (Preglednica 10) smo izračunali, koliko metana (mL) je nastalo na 1 g 
dodanega KPKsubstrata. Realni izplen metana smo preračunali glede na teoretični izplen, ki 
znaša 350 mL na 1 g KPKsubstrata z enačbo (7) (Deublein in Steinhauser, 2008) (poglavje 
3.3.8.2). Rezultati so prikazani v Preglednici 15. 
Preglednica 15: Volumen nastalega metana (mL) pri standardnih pogojih na 1 g KPKsubstrata in izplen metana 
pri testu BMP v mezofilnih pogojih 
Poskusna 
mešanica 




Volumen CH4 na 1g 
KPKsubstrata (mL) 
Izplen CH4 (%) 
S 0,60 229,1 381,8 109,1 
B  0,61 174,1 285,6 81,6 
S1+B 0,81 231,7 286,1 81,7 
S2+B 1,21 336,9 278,5 79,6 
S3+B 1,61 406,1 252,3 72,1 
teoretični 
izkoristek 
  350 100 
S = kisla sirotka, B = mešanica primarnega in sekundarnega blata v razmerju 1:1, S1+B = najmanjša 
koncentracija kisle sirotke in blato, S2+B = srednja koncentracija kisle sirotke in blato, S3+B = največja 
koncentracija kisle sirotke in blato, KPK = kemijska potreb po kisiku, OS = organska snov, CH4 = metan 
Pri mešanicah s samim blatom (B) in z najmanjšo koncentracijo kisle sirotke in blata (S1+B) 
je bil izplen metana enak (82 %). V mezofilnih pogojih, so se za najmanj uspešne izkazale 
mešanice z največjo koncentracijo kisle sirotke in blata (S3+B) (72 %), saj je bil njihov 
izplen 10 % nižji v primerjavi z izplenom metana pri mešanicah s samim blatom (B) ali pri 
mešanicah z najmanjšo koncentracijo kisle sirotke in blata (S3+B).  
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4.2 REZULTATI TESTA BMP PRI TERMOFILNIH POGOJIH 
4.2.1 Vrednost pH 
Vrednosti pH smo v poskusnih mešanicah izmerili na začetku (dan 0) in na koncu (dan 28) 
poskusa. V vseh poskusnih mešanicah se je povprečna vrednost pH zmanjšala (Slika 12). Na 
začetku poskusa so se vrednosti pH gibale v območju med 7,7 in 8,0, na koncu poskusa pa 
med 7,5 in 7,9. Povprečno so se vrednosti pH v poskusnih mešanicah znižale za 0,31. 
Največjo spremembo vrednosti pH tekom poskusa smo zaznali pri poskusni mešanici z 
najmanjšo koncentracijo kisle sirotke (S1+B), kjer je bila vrednost pH ob koncu testa BMP 
za 0,40 nižja kot na začetku.   
NK = negativna kontrola, ST = standard, S = kisla sirotka, B = mešanica primarnega in sekundarnega blata v 
razmerju 1:1, S1+B = najmanjša koncentracija kisle sirotke in blato, S2+B = srednja koncentracija kisle sirotke 
in blato, S3+B = največja koncentracija kisle sirotke in blato, t(0) = začetek testa BMP, t(32) = konec testa 
BMP. Rezultati so prikazani kot povprečne vrednosti treh meritev s standardnimi odkloni. 
Slika 12: Povprečne vrednosti pH poskusnih mešanic na začetku in na koncu testa BMP pri termofilnih 
pogojih s prikazanimi standardnimi napakami 
4.2.2 Kratkoverižne maščobne kisline (KMK) 
Najvišjo koncentracijo kratkoverižnih maščobnih kislin smo izmerili pri mešanici z največjo 
koncentracijo kisle sirotke in blata (S3+B), kjer je skupna vrednost KMK znašala 2,7 g/L. 
Najnižjo koncentracijo kratkoverižnih maščobnih kislin smo izmerili pri negativni kontroli 
(NK), kjer je skupna vrednost KMK znašala 0,9 g/L. Najbolj zastopana kratkoverižna 
maščobna kislina pri termofilnih pogojih v vseh poskusnih mešanicah je bila ocetna kislina, 
do največ 0,72 g/L, sledila je propionska kislina, do največ 0,10 g/L. Poleg njiju smo v 
poskusu zasledili tudi izomasleno, masleno, izovalerensko, valerensko in kapronsko kislino, 
v zelo nizkih koncentracijah, skupno do največ 0,63 g/L. Med poskusom ni prišlo do 



















Lah M. Mezofilna in termofilna anaerobna presnova kisle sirotke v bioplin.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2021  
 
Povprečne vrednosti kratkoverižnih maščobnih kislin med testom BMP pri termofilnih 
pogojih so prikazane v prilogi A. 
4.2.3 Volumen nastalega bioplina  
Pri termofilnih pogojih je bila proizvodnja bioplina v poskusnih mešanicah zelo različna 
(Slika 13). V poskusnih mešanicah z največjo koncentracijo kisle sirotke (S3+B), s srednjo 
koncentracijo kisle sirotke (S2+B) in s samo kislo sirotko (S) je bila proizvodnja bioplina 
najbolj intenzivna prvi dan testa BMP, nato je proizvodnja bioplina enakomerno naraščala 
do 25. dneva in se po 25. dnevu začela zmanjševati. V poskusni mešanici z najmanjšo 
koncentracijo kisle sirotke (S1+B) je proizvodnja bioplina ves čas enakomerno naraščala do 
25. dneva in se po 25. dnevu začela zmanjševati. V poskusni mešanici s samim blatom (B) 
je proizvodnja bioplina začela naraščati šele 7. dan testa BMP in enakomerno naraščala do 
25. dneva, po 25. dnevu je začela proizvodnja bioplina upadati kot pri vseh ostalih poskusnih 
mešanicah. 
 
Največ bioplina je nastalo v poskusni mešanici z največjo koncentracijo kisle sirotke (S3+B), 
in sicer 463,9 mL bioplina na 1 g KPKsubstrata, najmanj pa v poskusni mešanici z blatom (B), 
in sicer 190,4 mL bioplina na 1 g KPKsubstrata. Do minimalnih razlik v nastalem volumnu 
bioplina je prišlo pri mešanici s samo kislo sirotko (S) (434,9 mL) in pri mešanici s srednjo 
koncentracijo kisle sirotke (S2+B) (442,2 mL).  
 
S = kisla sirotka, B = mešanica primarnega in sekundarnega blata v razmerju 1:1, S1+B = najmnajša 
koncentracija kisle sirotke in blato, S2+B = srednja koncentracija kisle sirotke in blato, S3+B = največja 
koncentracija kisle sirotke in blato, KPK = kemijska potreba po kisiku 
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4.2.4 Volumen nastalega metana  
Prav tako kot proizvodnja bioplina je bila tudi proizvodnja metana v termofilnih pogojih 
zelo različna v posamezni poskusni mešanici (Slika 14). V vseh poskusnih mešanicah, se je 
intenzivna proizvodnja metana začela šele 4. dan testa BMP, nato se je dokaj enakomerno 
povečevala do 25. dne in se po 25. dnevu začela zmanjševati. V poskusni mešanici s kislo 
sirotko (S) in v poskusni mešanici z blatom (B) se je proizvodnja metana 18. dan nekoliko 
zmanjšala, a se je 21.dan začela ponovno povečevati. 
   
Največ metana je nastalo v poskusni mešanici z največjo koncentracijo kisle sirotke (S3+B), 
in sicer 237,5 mL metana na 1 g KPKsubstrata, nekoliko manj v poskusni mešanici s kislo 
sirotko (S) (237,4 mL) in najmanj v poskusni mešanici s samim blatom (B), in sicer 106,1 
mL metana na 1 g KPKsubstrata. Mešanici s samo kislo sirotko (S) in z največjo koncentracijo 
kisle sirotke (S3+B) sta proizvedli enako količino metana (237 mL na 1 g KPKsubstrata).  
 
S = kisla sirotka, B = mešanica primarnega in sekundarnega blata v razmerju 1:1, S1+B = najmanjša 
koncentracija kisle sirotke in blato, S2+B = srednja koncentracija kisle sirotke in blato, S3+B = največja 
koncentracija kisle sirotke in blato, KPK = kemijska potreba po kisiku 
Slika 14: Volumen nastalega metana (mL) pri standardnih pogojih na 1 g KPKsubstrata med testom BMP pri 
termofilnih pogojih 
Med poskusom smo ugotavljali tudi deleže metana v nastalem bioplinu (Preglednica 16). 
Med poskusom je bil največji delež metana pri poskusni mešanici s samo kislo sirotko (S), 
in sicer 67,6 % , najmanjši pa pri poskusni mešanici z baltom (B) in sicer 61,2 %. Ob koncu 
testa BMP, je bil delež metana v bioplinu največji pri poskusni mešanici z blatom (B), in 
sicer 55,7 %, najmanjši pa v poskusni mešanici z največjo koncentracijo kisle sirotke 













































Lah M. Mezofilna in termofilna anaerobna presnova kisle sirotke v bioplin.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2021  
 
Preglednica 16: Največji deleži metana (%) v nastalem bioplinu in povprečni deleži metana (%) v nastalem 
bioplinu na zadnji dan testa BMP pri termofilnih pogojih 
Poskusna mešanica Največji delež metana v bioplinu 
med poskusom (%) 
Delež metana v bioplinu na zadnji 
dan poskusa (%) 
S 67,6 54,6 
B  61,2 55,7 
S1+B 66,2 54,5 
S2+B 66,0 51,4 
S3+B 65,7 51,2 
S = kisla sirotka, B = mešanica primarnega in sekundarnega blata v razmerju 1:1, S1+B = najmanjša 
koncentracija kisle sirotke in blato, S2+B = srednja koncentracija kisle sirotke in blato, S3+B = največja 
koncentracija kisle sirotke in blato 
4.2.5 Izplen metana 
Enako kot pri prejšnjem poskusu, smo tudi pri poskusu pri termofilnih pogojih izplen metana 
izračunali glede na dodani KPK substrata. Na osnovi obremenitev mikrobne biomase 
(Preglednica 10) smo izračunali, koliko metana (mL) je nastalo na 1 g KPKsubstrata. Realni 
izplen metana smo preračunali glede na teoretični izplen, ki znaša 350 mL na 1 g KPKsubstrata 
z enačbo (7) (Deublein in Steinhauser, 2008) (poglavje 3.3.8.2). Rezultati so prikazani v 
Preglednici 17. 
Preglednica 17: Volumen nastalega metana (mL) pri standardnih pogojih na 1 g KPKsubstrata in izplen metana 
pri testu BMP v termofilnih pogojih 
Poskusna 
mešanica 




Volumen CH4 na 1g 
KPKsubstrata (mL) 
Izplen CH4 (%) 
S 0,60 142,4 237,4 67,8 
B  0,61 64,7 106,1 30,3 
S1+B 0,81 166,6 205,7 58,8 
S2+B 1,21 274,9 227,2 64,9 
S3+B 1,61 382,3 237,5 67,9 
teoretični 
izkoristek 
  350 100 
S = kisla sirotka, B = mešanica primarnega in sekundarnega blata v razmerju 1:1, S1+B = najmanjša 
koncentracija kisle sirotke in blato, S2+B = srednja koncentracija kisle sirotke in blato, S3+B = največja 
koncentracija kisle sirotke in blato, KPK = kemijska potreb po kisiku, OS = organska snov, CH4 = metan 
Mešanice z največjo koncentracijo kisle sirotke in blata (S3+B) so se izkazale za najbolj 
uspešne, saj so povečale izplen metana za 38 % v primerjavi z mešanicami s samim blatom 
(B). Najmanj uspešne pa so bile mešanice z najmanjšo koncentracijo kisle sirotke in blata 
(S1+B), katerih izplen je bil le 29 % večji kot izplen metana pri mešanicah s samim blatom 
(B).  
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4.3 REZULTATI POSKUSA V LABORATORIJSKIH BIOREAKTORJIH 
4.3.1 Vrednost pH 
Med poskusom smo v bioreaktorjih merili vrednosti pH in jih beležili z računalniškim 
programom Eve (Infors HT, Švica). V poskusnem bioreaktorju (F2) so bile vrednosti pH 
med poskusom nižje kot v kontrolnem bioreaktorju (F1) (Slika 15). V kontrolnem 
bioreaktorju so se vrednosti pH med celotnim poskusom gibale v območju med 7,0 in 7,3, v 
poskusnem pa med 6,7 in 6,9. V poskusnem bioreaktorju smo 33. in 36. dan poskusa izmerili 
samo za 0,20 nižje vrednosti pH kot v ostalih dnevih poskusa. 
 
F1 = kontrolni bioreaktor, F2 = poskusni bioreaktor 
Slika 15: Vrednosti pH v kontrolnem in poskusnem bioreaktorju v času vzorčenja 
4.3.2 Kratkoverižne maščobne kisline (KMK) 
V poskusnem bioreaktorju smo izmerili višjo koncentracijo KMK kot v kontrolnem 
bioreaktorju. Koncentracija KMK je v poskusnem bioreaktorju znašala 0,7 g/L, v 
kontrolnem pa 0,3 g/L. Najbolj zastopana kratkoverižna maščobna kislina v poskusnem 
bioreaktorju je bila ocetna kislina, do največ 0,05 g/L, sledila je propionska kislina, do največ 
0,15 g/L. Poleg njiju pa smo v zelo nizkih koncentracijah zasledili tudi izomasleno, masleno, 
izovalerensko, valerensko in kapronsko kislino, skupno do največ 0,01 g/L. Vrednosti KMK 
v kontrolnem bioreaktorju so bile nižje in sicer ocetna kislina do največ 0,03 g/L in 
propionska kislina do največ 0,007 g/L. Med poskusom ni prišlo do kopičenja KMK, ki bi v 
nasprotnem primeru lahko zavirale proces.  
Povprečne vrednosti kratkoverižnih maščobnih kislin med poskusom pri mezofilnih pogojih 
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4.3.3 Volumen nastalega bioplina  
Poskus smo izvajali v dveh laboratorijskih bioreaktorjih, F1 je služil kot kontrolni 
bioreaktor, v katerem je potekala anaerobna razgradnja mešanice odpadnega biološkega 
blata, v poskusnem bioreaktorju (F2) pa je bila mešanici odpadnega blata dodana kisla 
sirotka. V oba bioreaktorja smo na 3 dni dodajali mešanico primarnega in sekundarnega blata 
(1:1), v poskusni bioreaktor smo poleg blata na 3 dni dodajali tudi kislo sirotko. 
 
V 42 dneh poskusa je v poskusnem bioreaktorju (F2) nastalo 4605,2 mL bioplina na 1 g 
KPKsubstrata, v kontronem bioreaktorju (F1) pa 2730,1 mL bioplina na 1 g KPKsubstrata. V 
poskusnem bioreaktorju je skupno nastalo 1875,1 mL več bioplina kot v kontrolnem 
bioreaktorju.  
 
Na Sliki 16 je prikazana kumulativa proizvodnje bioplina v kontrolnem (F1) in poskusnem 
bioreaktorju (F2).  
 
F1 = kontrolni bioreaktor, F2 = poskusni bioreaktor, KPK = kemijska potreba po kisiku 
Slika 16: Kumulativa volumnov nastalega bioplina (mL) na 1 g KPKsubstrata v poskusu v laboratorijskih 
bioreaktorjih 
V poskusnem bioreaktorju (F2) je bila proizvodnja bioplina najbolj intenzivna v prvih šestih 
dneh poskusa, nato je proizvodnja nekoliko upadla in 9. dan zopet začela naraščati. Od 12. 
dneva dalje je bila proizvodnja bioplina konstantna z manjšimi nihanji (Slika 17). Največ 
bioplina je nastalo 6. dan, in sicer 388,7 mL bioplina na 1 g KPKsubstrata, najmanj pa 3. dan, 
268,5 mL bioplina na 1 g KPKsubstrata. Od 12. dneva dalje se je vsake tri dni povprečno 
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V kontrolnem bioreaktorju (F1) je bila proizvodnja bioplina najbolj intenzivna v prvih treh 
dneh poskusa, nato je proizvodnja nekoliko upadla in se 12. dan znova začela povečevati. 
Konstantno se je povečevala do zadnjega dne poskusa, z manjšim vmesnim nihanjem med 
27. in 36. dnevom (Slika 17). Največ bioplina je nastalo 3. dan, in sicer 203,4 mL bioplina 
na 1 g KPKsubstrata, najmanj pa 6. dan 127,6 mL bioplina na 1 g KPKsubstrata. 
 
F1 = kontrolni bioreaktor, F2 = poskusni bioreaktor, KPK = kemijska potreba po kisiku 
Slika 17: Izkoristek pri proizvodnji bioplina (mL/1 g KPKsubstrata) za biorekatorja F1 in F2 za tridnevna 
obdobja dodajanja substrata 
4.3.4 Volumen nastalega metana  
Med poskusom smo s senzorskim sistemom BlueSense (Nemčija) ugotavljali delež nastalega 
metana v proizvedenem bioplinu. Delež metana se v poskusnem bioreaktorju od 12. dneva 
dalje ni spreminjal in je povprečno znašal 61,9 %. V kontrolnem bioreaktorju je delež metana 
med poskusom naraščal. Po 27. dnevu se je delež metana počasi povečeval, od 36. dneva 
dalje pa se delež metana ni več spreminjal.  V poskusnem bioreaktorju (F2) je bil ob koncu 
poskusa delež metana v bioplinu 11,2 % večji kot v kontrolnem bioreaktorju (F1). Na sliki 






































Lah M. Mezofilna in termofilna anaerobna presnova kisle sirotke v bioplin.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2021  
 
 
F1 = kontrolni bioreaktor, F2 = poskusni bioreaktor 
Slika 18: Odstotki metana v nastalem bioplinu za tridnevna obdobja med poskusom v laboratorijskih 
bioreaktorjih pri mezofilnih pogojih 
Izračunali smo, da je v 42. dneh poskusa v kontronem bioreaktoju (F1) nastalo 1177,0 mL 
metana na 1 g KPKsubstrata, v poskusnem bioreaktorju (F2) pa 2687,3 mL metana na 1 g 
KPKsubstrata. V poskusnem bioreaktorju je nastalo 1510,4 mL več metana kot v kontrolnem. 
Dodatek sirotke je tako povečal proizvodnjo metana za 1,3 krat (56,2 %). 
 
Na Sliki 19 je prikazana kumulativa proizvodnje metana v kontrolnem (F1) in poskusnem 
bioreaktorju (F2).  
F1 = kontrolni bioreaktor, F2 = poskusni bioreaktor, KPK = kemijska potreba po kisiku 
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Enako kot pri proizvodnji bioplina, je bila v poskusnem bioreaktorju (F2) proizvodnja 
metana najbolj intenzivna v prvih šestih dneh poskusa. Nato je proizvodnja nekoliko upadla 
in 9. dan zopet začela naraščati. Od 12. dneva dalje je bila proizvodnja metana konstantna z 
manjšimi nihanji (Slika 19). Največ metana je nastalo 15. dan, in sicer 227,2 mL metana na 
1 g KPKsubstrata, najmanj pa 3. dan 66,9 mL metana na 1 g KPKsubstrata. Od 12. dneva dalje se 
je vsake tri dni povprečno proizvedlo 205,4 mL metana na 1 g KPKsubstrata. 
 
V kontrolnem bioreaktorju (F1) se je proizvodnja metana konstantno povečevala do 
zadnjega dne poskusa, z manjšim vmesnim nihanjem, ki se je zgodilo med 27. in 36. dnem 
(Slika 20). Največ metana je nastalo 3. dan, in sicer 138,2 mL metana na 1 g KPKsubstrata, 
najmanj pa 3. dan, 17,7 mL metana na 1 g KPKsubstrata. 
Preglednica 18: Vnos KPK in proizvodnja metana v bioreaktorjih F1 in F2 za tridnevna obdobja dodajanja 
substratov. Prikazani so tudi izkoristki pri proizvodnji metana v mL/g KPKsubstrata 






















3 3 0,85 15 18 2,25 151 67 
6 3 0,85 23 27 2,25 440 195 
9 3 0,85 31 36 2,25 375 166 
12 3 0,85 32 38 2,25 460 204 
15 3 0,85 51 59 2,25 512 227 
18 3 0,85 62 73 2,25 445 197 
21 3 0,85 86 101 2,25 447 199 
24 3 0,85 86 101 2,25 449 199 
27 3 0,85 94 110 2,25 434 192 
30 3 0,85 88 103 2,25 418 186 
33 3 0,85 93 109 2,25 461 204 
36 3 0,85 112 132 2,25 502 223 
39 3 0,85 114 134 2,25 471 209 
42 3 0,85 118 138 2,25 492 218 
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F1 = kontrolni bioreaktor, F2 = poskusni bioreaktor, KPK = kemijska potreba po kisiku 
Slika 20: Izkoristek pri proizvodnji metana (mL/1 g KPKsubstrata) za biorekatorja F1 in F2 za tridnevna 
obdobja dodajanja substrata. 
4.3.5 Vsebnost amonijaka 
Med celotnim poskusom v laboratorijskih bioreaktorjih v mezofilnih pogojih so bile 
opravljene tri meritve vsebnosti amonijaka. Začetna koncentracija amonijaka v kontrolnem 
bioreaktorju je bila 326,0 mg/L, v poskusnem pa 337,0 mg/L. Vsebnost amonijaka se je v 
obeh bioreaktorjih tekom poskusa povečevala, zadnji dan poskusa je bila v kontrolnem 
bioreaktorju vsebnost amonijaka 22 % večja kot v poskusnem bioreaktorju. V kontrolnem 
bioreaktorju je bila zadnji dan poskusa koncentracija amonijaka (F1) 671,0 mg/L, v 
poskusnem (F2) pa 447,0 mg/L. 
 
Povprečne vsebnosti amonijaka med poskusom v laboratorijskih bioreaktorjih pri 
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI 
5.1 RAZPRAVA 
Organski odpadki lahko služijo kot alternativni viri energije. Obnovljivi odpadni materiali 
iz kmetijskih, industrijskih in komunalnih odpadkov se lahko pretvorijo v koristne oblike 
energije, kot so biodizel, bioalkohol in bioplin. Proizvodnja bioplina z anaerobno razgradnjo 
ima pomembne prednosti pred drugimi oblikami obdelave odpadkov. Glavni prednosti tega 
postopka sta energijska učinkovitost in enostavnost postopka v primerjavi z drugimi 
metodami obdelave in predelave organskih odpadkov (Hublin in sod., 2012). 
 
Zaradi povečane stopnje rasti prebivalstva se nenehno povečujejo količine komunalnih in 
industrijskih odpadkov, ki vstopajo v čistilne naprave iz urbanih območj. Posledično se iz 
leta v leto povečuje tudi količina odpadnega blata, ki nastaja med procesom čiščenja odpadne 
vode na čistilnih napravah. Med čiščenjem nastaja primarno in sekundarno biološko blato, 
ki je zaradi svoje sestave primeren substrat za anaerobno razgradnjo, saj vsebuje veliko 
organskih snovi, ki jih mikroorganizmi lahko razgradijo. Anaerobni postopki razgradnje se 
na čistilnih napravah že vrsto let uporabljajo za zmanjševanje količin odpadnega biološkega 
blata. Pri tem nastaja bioplin, ki se uporablja za proizvodnjo električne energije. Večino 
električne enrgije porabijo za obratovanje čistilne naprave, viške pa oddajo v javno omrežje. 
V primerjavi z drugimi vrstami organskih odpadkov so izkoristki metana iz anaerobne 
razgradnje odpadnega blata majhni (Elalamia in sod., 2019). Za povečanje proizvodnje 
metana je potrebno mešanico odpadnega biološkega blata pomešati z drugimi biološko 
razgradljivimi odpadki kot so kuhinjski odpadki, različne vrste gnoja, riževa slama, 
papirniški mulj, stranski proizvodi živilsko-predelovalne industrije itn. (Zielewicz in sod., 
2012). S to hkratno anaerobno razgradnjo odpadnega blata pomešanega z dodatnim 
substratom, bi lahko čistilne naprave izkoristile neizkoriščene kapacitete anaerobnih 
bioreaktorjev.  
 
V zadnjih letih je vedno več raziskav usmerjenih v uporabo odpadne sirotke, ki zaradi 
povečane proizvodnje mlečnih izdelkov nastaja v velikih količinah kot stranski proizvod v 
mlekarski industriji. Danes je na voljo predvsem širok spekter uporabe sladke sirotke, ne pa 
tudi kisle, zato približno polovica svetovne proizvodnje sirotke ni predelana in pogosto 
konča v odpadnih vodah, kjer zaradi velike vsebnosti organske snovi predstavlja veliko 
okoljsko obremenitev. Postopki za njeno ustrezno odstranjevanje oz. predelavo so zaradi 
večje vsebnosti mlečne kisline zahtevnejši in predvsem energijsko potratni ter dragi. Eden 
izmed učinkovitejših postopkov biološke predelave sirotke je proces anaerobne razgradnje. 
Vrednosti BPK5 (35 – 45 g/L)  in KPK (60 – 80 g/L) so za sirotko zelo visoke, saj vsebuje 
še veliko količino ogljikovih hidratov (običajno 4-5 %), predvsem laktoze. Vsebuje tudi 
beljakovine, zelo malo maščob, mlečno kislino, v maščobah in vodi topne vitamine in 
minerale. Njena sestava tako nakazuje na dober biometanski potencial. Kljub visoki 
biorazgradljivosti (blizu 99 %), je kisla sirotka zaradi nizkega pH, velike vsebnosti organske 
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snovi in nizke alkalinitete težaven substrat za obdelavo v anaerobnem procesu (zlasti v 
bioreaktorjih z visoko obremenitvijo) in predstavlja velik tehnološki izziv. Velika vsebnost 
ogljikovih hidratov v sirotki spodbuja rast acidogenih bakterij, ki tvorijo KMK, vendar 
negativno vpliva na acetogene bakterije in predvsem metanogene arheje, ki proizvajajo 
metan (Gelegenis in sod., 2007). 
 
Namen magistrskega dela je bil izmeriti biometanski potencial različnih koncentracij kisle 
sirotke iz Ljubljanskih mlekarn v kombinaciji z mešanico biološkega blata iz primarnega in 
sekundarnega usedalnika CČNDK v mezofilnih in termofilnih pogojih. Ker je kisla sirotka 
zaradi svojih lastnosti težaven substrat za samostojno anaerobno razgradnjo, je hkratna 
uporaba različnih substratov najboljša alternativa (Gelegenis in sod., 2007). Treu in sod. 
(2019) so ugotovili, da v primeru anaerobne razgradnje same kisle sirotke prihaja do 
kopičenja kratkoverižnih maščobnih kislin in padca pH, poleg tega proces zaradi nizke 
puferske zmogljivosti sirotke poteka zelo nestabilno. Rezultati predhodnih raziskav kažejo, 
da hkratna anaerobna razgradnja dveh ali več substratov poveča donos bioplina, saj se z 
mešanjem različnih odpadkov ustvari ustreznejše ravnovesje med hranili (razmerje C/N), ki 
izboljša pogoje za rast bakterij. Yan J. Q. in sod. (1989) so odkrili, da hkratna razgradnja z 
govejim gnojem celotnemu sistemu zagotavlja potrebna hranila in pufersko zmogljivost. O 
stabilnosti in učinkovitosti procesa hkratne anaerobne razgradnje kisle sirotke in govejega 
gnoja poročajo tudi Treu in sod. (2019) in Comino in sod. (2012), ki so skozi celoten proces 
beležili vrednost pH višjo od 7,0, poleg tega ni prihajalo do večjega kopičenja kratkoverižnih 
maščobnih kislin. O povečanem donosu bioplina med hkratno anaerobno razgradnjo 
perutninskega gnoja in kisle sirotke poročajo tudi Gelegenis in sod. (2007), kjer se je 
proizvodnja bioplina povečala za skoraj 40 %. Povečanje pripisujejo večji biorazgradljivosti 
ogljikovih hidratov (glavna sestavina sirotke) in povišanju razmerja C/N. Ključno pri 
načrtovanju hkratne anaerobne razgradnje dveh različnih bioloških odpadkov je 
uravnoteženje več parametrov, kot so makro- in mikrohranila, razmerje C/N, pH, strupene 
spojine, biorazgradljivost in suha snov v posameznem substratu (Hublin in sod., 2012). Med 
pregledom znanstvene literature smo ugotovili, da je uporaba kisle sirotke kot dodatnega 
substrata k mešanici odpadnega blata za proizvodnjo bioplina slabo raziskana. 
 
Temperatura anaerobnega procesa razgradnje je pomemben parameter, ki vpliva na hitrost  
razgradnje organskih snovi,  na kopičenje KMK, na vrednost pH, na sproščanje amonijaka 
in posledično na količino proizvedenega bioplina in na donos metana. Višja kot je 
temperatura, hitrejša je razgradnja in to povzroči zaviralne učinke, če se ne vzpostavi 
ustrezen nadzor dodajanja substratov. Anaerobna razgradnja  običajno poteka pri temperaturi 
med 36 ° C in 40 ° C, vendar v čistilnih napravah želijo z zviševanjem temperature izboljšati 
intenzivnost procesa in posledično povečati proizvodnjo bioplina (Fernández in sod., 2014). 
V večini objavljenih študij so anaerobno razgradnjo sirotke izvajali pri mezofilnih (39 °C) 
ali termofilnih (55 °C) pogojih (Hublin in sod., 2012). Treu in sod. (2019) so pokazali, da je 
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anaerobna razgradnja same kisle sirotke stabilnejša v mezofilnih pogojih, v termofilnih 
pogojih pa je pogosteje prihajalo do zakisanja sistema.  
 
V magistrskem delu smo v test BMP vključili tri različne koncentracije kisle sirotke, dodane 
odpadnemu blatu iz CČNDK pri dveh različnih temperaturnih režimih. Za ovrednotenje 
razlik med mezofilnim in termofilnim procesom, smo med testom spremljali vsebnost 
organske snovi (OS), kemijsko potrebo po kisiku (KPK), vrednost pH, koncentracijo 
kratkoverižnih maščobnih kislin (KMK), proizvodnjo bioplina in odstotni delež metana v 
bioplinu. 
 
V poskusu z mezofilno mikrobno biomaso je bila proizvodnja bioplina in metana največja v 
mešanicah s samo kislo sirotko (S) (Slika 10, Slika 11). Dodatek kisle sirotke k biološkemu 
blatu ni povečal proizvodnje metana v primerjavi z mešanicami s samim blatom. Za 12 % se 
je povečala proizvodnja bioplina le pri mešanicah s srednjo koncentracijo kisle sirotke in 
blata (S2+B) in za 10 % pri mešanicah z največjo koncentracijo kisle sirotke in blata (S3+B).  
Podobno so v svoji raziskavi ugotovili tudi  Fernández in sod. (2014), kjer so s pomočjo testa 
BMP preverili vpliv mezofilnih (34 C) in termofilnih pogojev (55 C) na anaerobno 
razgradnjo same kisle sirotke in odpadnega blata, in na hkratno anaerobno razgradnjo obeh 
substratov. V njihovi raziskavi je bil donos metana pri mezofilni hkratni anaerobni razgradnji 
približno enak kot pri anaerobni razgradnji samega odpadnega blata. V našem poskusu pri 
mezofilnih pogojih so bili deleži metana v bioplinu skozi celotni poskus največji pri 
poskusnih mešanicah s samim blatom (B) in pri poskusnih mešanicah z najmanjšo 
koncentracijo kisle sirotke in blata (S1+B) (Preglednica 14). Vrednosti so se gibale od 63 % 
(2. dan) do 69 % (32. dan).  
  
V testu BMP pri termofilnih pogojih je bila proizvodnja bioplina in metana največja v  
mešanicah z največjo koncentracijo kisle sirotke in blata (S3+B). Dodatek kisle sirotke k 
biološkemu blatu je pomembno  prispeval k povečani proizvodnji bioplina in metana (Slika 
13, Slika 14). Mešanice z največjo koncentracijo kisle sirotke in blata (S3+B) so proizvodnjo 
bioplina povečale za 59 %, proizvodnjo metana pa za 55 % v primerjavi z mešanicami s 
samim blatom. Največji izmerjeni deleži metana v bioplinu so bili med 18. in 28. dnem 
poskusa v vseh poskusnih mešanicah. V mešanicah s samim blatom (B), v mešanicah s samo 
kislo sirotko (S) in v mešanicah z najmanjšo koncentracijo kisle sirotke in blata (S1+B) je 
bil povprečen delež metana v bioplinu 56 %, v ostalih poskusnih mešanicah (S2+B in S3+B) 
pa nekoliko nižji 51 % (Preglednica 16). 
 
V naši raziskavi smo dokazali, da dodatek kisle sirotke k blatu poveča proizvodnjo bioplina 
v primerjavi s samim odpadnim blatom, tako pri mezofilnih kot tudi pri termofilnih pogojih 
(Slika 10, Slika 13). Fernández in sod. (2014) so glede na rezultate hkratne anaerobne 
razgradnje kisle sirotke in odpadnega blata ugotovili, da je bila proizvodnja bioplina pri 
termofilnih pogojih večja kot pri mezofilnih. V naši raziskavi tega nismo potrdili, saj je 
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volumen bioplina, ki je nastal kot produkt hkratne anaerobne razgradnje v mezofilnih in 
termofilnih pogojih skoraj enak. V termofilnem pokusu smo izmerili 464 mL (S3+B), v 
mezofilnem pa 468 mL (S2+B). Nekoliko drugače je pri donosu metana, saj rezultati 
volumna metana, ki je nastal na račun dodane kisle sirotke k odpadnemu blatu med hkratno 
anaerobno razgradnjo kažejo, da je pri mezofilnem procesu pri mešanici z najmanjšo 
koncentracijo kisle sirotke (S1+B) nastalo 17 % več metana kot pri mešanici z največjo 
koncentracijo kisle sirotke (S3+B) v termofilnem procesu. Enako so dokazali tudi Fernández 
in sod. (2014), ki so kot razlog za tak rezultat navedli povečane koncentracije KMK v 
termofilnih pogojih, ki zavirajo metanogenezo in s tem upočasnijo anaerobno razgradnjo. 
 
Temperatura procesa anaerobne razgradnje vpliva tudi na koncentracijo kratkoverižnih 
maščobnih kislin (KMK), ki je eden najpomembnejših parametrov za natančen nadzor 
anaerobne razgradnje organskih snovi (Ahring in sod, 1995). Termofilni proces poveča 
aktivnost ključnih hidrolaz v procesu hidrolize, poveča delež hidrolitskih in acidogenih 
bakterij, kar vodi v večjo proizvodnjo KMK (Hao in Wang, 2015). Ocenta in propionska 
kislina sta kratkoverižni maščobni kislini, ki imata najpomembnejšo vlogo pri proizvodnji 
bioplina, in pogosto se njuna koncentracija uporablja kot indikator učinkovitosti anaerobne 
razgradnje (Yuan in Zhu, 2016). Za normalen potek anaerobne razgradnje mora biti 
koncentracija ocetne kisline pod 2g/L in koncentracija propionske kislina pod 0,9 g/L (Balat 
in Balat, 2009; Wang in sod., 2009). 
 
Z analizo KMK smo ugotovili, da je v vseh poskusnih mešanicah v testu BMP, tako pri 
mezofilnih kot tudi pri termofilnih pogojih, prevladovala ocetna kislina (Priloga A). Pri 
termofilnem procesu je bila pri vseh poskusnih mešanicah celokupna koncentracija KMK 
skozi celotni poskus večja kot pri mezofilnih pogojih, največja je bila  4. dan poskusa pri 
mešanicah z največjo koncentracijo kisle sirotke in blata (S3+B) in sicer 1,1 g/L (Priloga A). 
V mezofilnem procesu pa 1. dan poskusa pri mešanicah z največjo koncentracijo kisle 
sirotke in blata (S3+B) in sicer 0,6 g/L (Priloga A). Na osnovi rezultatov analize KMK lahko 
sklepamo, da je bila pri termofilnih pogojih hitrost razgradnje organskih snovi večja kot pri 
mezofilnih pogojih. V mezofilnem procesu je najvišja skupna koncentracija KMK znašala 
1,2 g/L (koncentracija ocetne kisline do največ 0,2 g/L in propionske kisline do največ 0,3 
g/L), v termofilnem pa  2,7 g/L (koncentracija ocetne kisline do največ 0,7 g/L in propionske 
kisline do največ 0,1 g/L). Pri obeh testih BMP se je koncentracija ocetne kisline, propionske 
kisline in celokupna koncentracija KMK med poskusom zmanjševala. Ker so bile 
koncentracije KMK posameznih mešanic tekom celotnega procesa v obeh primerih znotraj 
optimalnih vrednosti, ni prišlo do kopičenja KMK, rahla inhibicija procesa se kaže le pri 
mešanicah z največjo koncentracijo kisle sirotke (S3+B) pri proizvodnji metana v mezofilnih 
pogojih. Prav tako kot Fernández in sod. (2014), smo tudi mi v naši raziskavi pri termofilnih 
pogojih ugotovili povečano zakisanost v začetni fazi poskusa, proizvodnja bioplina in 
metana se je povečala šele peti dan, ko se je koncentracija KMK začela zmanjševati. 
 
53 
Lah M. Mezofilna in termofilna anaerobna presnova kisle sirotke v bioplin.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2021  
 
Nastajanje in kopičenje KMK med anaerobno razgradnjo, lahko povzroči padec vrednosti 
pH. Bioplinski proces je omejen na ozko pH območje, in sicer od 6,0 do 8,5 (Angelidaki in 
sod., 2003). Najbolj optimalne vrednosti pH za proizvodnjo bioplina so med 6,8 in 7,2 
(Hagos in sod., 2016). Optimalni pH pa je odvisen od vrste substrata in od temperature 
procesa. Pri termofilnih pogojih je optimalna vrednost pH nekoliko višja kot pri mezofilnih 
(Panigrahi in Dubey, 2019). V mezofilnem procesu so se povprečne vrednosti pH gibale med 
6,9 in 7,0 (Slika 9), v termofilnem procesu pa med 7,6 in 7,9 (Slika 12). Pri termofilnem 
procesu so povprečne vrednosti nekoliko višje od optimalne vrednosti pH, ki veljajo za 
proizvodnjo bioplina, a še vedno ustrezne za stabilno proizvodnjo. 
 
Podatek, ki opredeljuje uspešnost poteka bioplinskega procesa je izplen metana. Realni 
izplen metana smo preračunali glede na teoretični izplen, ki znaša 350 mL na 1 g KPKsubstrata 
(Deublein in Steinhauser, 2008). Rezultati testa BMP kažejo, da je termofilni proces potekal 
stabilno, v mešanicah je nastalo od 106 do največ 238 mL metana (Preglednica 17), izpleni 
metana pa so se gibali med 30 % in 68 %. Dodatek največje količine kisle sirotke k mešanici 
primarnega in sekundarnega blata (S3+B) je povečal izplen metana za 55 % v primerjavi z 
mešanico s samim blatom (B). V mezofilnem procesu je v primerjavi s termofilnim 
procesom nastalo več metana, prav tako so bili večji tudi izpleni metana, vendar dodana 
sirotka ni pomembno povečala proizvodnje metana v primerjavi s samim blatom 
(Preglednica 15). Na 1g KPKsubstrata je nastalo od 252 do največ 382mL metana, izpleni 
metana pa so se za mešanice v testu BMP gibale med 72 % in 109 %. Ugotovili smo, da v 
mezofilnih pogojih dodatek kisle sirotke ni povečal izplena metana v primerjavi s samim 
odpadnim blatom. 
 
Zaradi velike vsebnosti organske snovi in biorazgradljivosti je anaerobna razgradnja 
primerna metoda za obedelavo kisle sirotke. Rezultati naše raziskave so pokazali, da je kisla 
sirotka ustrezen substrat v kombinaciji z odpadnim baltom in bi se lahko uporabljala na 
čistilnih napravah za povečanje proizvodnje bioplina. Hkratna anaerobna razgradnja kisle 
sirotke in odpadnega biološkega blata je bila uspešnejša pri mezofilnih pogojih. 
 
V poskusu v laboratorijskih bioreaktorjih smo želeli ugotoviti maksimalno količino dodane 
kisle sirotke, ki še omogoča nemoteno delovanje procesa anaerobne razgradnje in zagotavlja 
optimalno proizvodnjo bioplina. Odločili smo se za izvedbo hkratne anaerobne razgradnje 
kisle sirotke in odpadnega biološkega blata z mezofilno mikrobno biomaso, saj je mezofilni 
proces zaradi nižjih stroškov in večje stabilnosti bolj uporaben na industrijskem nivoju kot 
termofilni (Meegoda in sod., 2018). V poskusnem biorekatorju smo mezofilno mikrobno 
biomaso obremenili z največjo koncentracijo kisle sirotke (obremenitev: 0,5 g KPKkisle sirotke/1 
g OSmikrobne biomase) v kombinaciji z mešanico primarnega in sekundarnega blata. V oba 
bioreaktorja smo na 3 dni dodajali mešanico primarnega in sekundarnega blata, v poskusni 
bioreaktor pa smo poleg mešanice blata na 3 dni dodajali tudi kislo sirotko. 
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Vsebnost KMK in pH smo spremljali na tri dni. V kontrolnem bioreaktorju (F1) je bila 
povprečna vrednost pH 7,1, v kontrolnem bioreaktorju (F2) pa je bila zaradi prisotne kisle 
sirotke vrednost pH nekoliko nižja in sicer 6,8 (Slika 15). V obeh bioreaktorjih med 
poskusom ni prihajalo do večjih nihanj pH. Tudi nizke vrednosti skupne koncentracije KMK 
v obeh bioreaktorjih dokazujejo, da so se KMK sproti porabljale in ni prihajalo do njihovega 
kopičenja (Priloga B). 
 
Visoka koncentracija amonijaka pogosto inhibira bioplinski proces (Fotidis in sod., 2013). 
Koncentracija skupnega amonijskega dušika, ki povzroči inhibicijo procesa anaerobne 
razgradnje organskih snovi znaša 1500-2000 mg/L. V našem poskusu se je povprečna 
vrednost amonijaka v obeh bioreaktorjih povečevala, a v nobenem bioreaktorju ni dosegla 
inhibitorne koncentracije (Priloga D). V kontrolnem bioreaktorju je povprečna vsebnost 
amonijaka za 19 % (503 mg/L) večja kot v poskusnem bioreaktorju (407 mg/L), to je 
posledica razmerja C/N, ki je za odpadno blato nižje kot za kislo sirotko (Preglednica 7). 
Nizko razmerje C/N lahko povzroči sproščanje dušika v obliki amonijaka, ki se prične 
kopičiti in s tem zviševati vrednost pH (Balat in Balat, 2009). 
 
Dokazali smo, da je bila proizvodnja bioplina za tridnevna obdobja v poskusnem 
bioreaktorju skozi celoten poskus večja od proizvodnje v kontrolnem bioreaktorju (Slika 
17), to se kaže tudi v kumulativni proizvodnji bioplina, kjer je bil volumen bioplina ob koncu 
poskusa v poskusnem bioreaktoju za 41 % večji kot v kontrolnem bioreaktorju (Slika 16). V 
poskusnem bioreaktorju je v 42 dneh nastalo 4,6 L bioplina. 
 
Kisla sirotka, ki smo jo dodajali v poskusni bioreaktor je za 56 % povečala kumulativno 
proizvodnjo metana v primerjavi z mešanico primarnega in sekundarnega blata v kontrolnem 
bioreaktorju (Slika 19). Na podlagi rezultatov produkcije metana za tridnevna obdobja, smo 
dokazali, da je le ta v poskusnem bioreaktorju skozi celoten poskus večja od produkcije v 
kontrolnem bioreaktorju (Slika 20). V kontrolnem bioreaktorju (F1) je produkcija metana 
med poskusom ves čas naraščala, medtem ko je v poskusnem (F2) bioreaktorju naraščala do 
12. dne in nato ostala razmeroma konstantna. Tudi delež metana se je v bioreaktorju F1 med 
poskusom enakomerno povečeval in sicer iz 9 % v prvih treh dneh na 56 % ob koncu 
poskusa, medtem ko se je v bioreaktorju F2  delež metana v prvih dvanajstih dneh povečal 
na 62 % in se do konca poskusa le malo spreminjal (Slika 18).  
Glede na rezultate naše raziskave lahko potrdimo, da kontinuirno dodajanje največje količine  
kisle sirotke (v oklepaju: opredeliti količinsko s KPK vrednostjo dodane sirotke) in blata ne 
povroča težav v anaerobnem procesu. 
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5.2 SKLEPI 
 Dodatek kisle sirotke k mešanici primarnga in sekundarnega blata je povečal 
proizvodnjo bioplina in izplen metana. Ugotovitev potrjuje prvo postavljeno 
hipotezo. 
 
 Pri mezofilnih pogojih je v mešanicah s kislo sirotko in biološkim blatom nastalo 
več bioplina in metana kot pri termofilnih pogojih. Ugotovitev potrjuje drugo 
postavljeno hipotezo. 
 
 V mezofilnih pogojih je največ bioplina in metana nastalo v mešanici s samo kislo 
sirotko. Dodatek kisle sirotke ni povečal izplena metana v primerjavi s samim 
blatom. 
 
 V termofilnih pogojih je največ bioplina in metana nastalo v mešanicah z največjo 
količino dodane kisle sirotke k biološkemu blatu. 
 
 V termofilnih in mezofilnih pogojih večje obremenitve (0,5 g KPKsirotke/1 g OSmikrobne 
biomase) mešanic s kislo sirotko v našem primeru niso inhibirale metanogeneze. 
Ugotovitev ne potrjuje tretje postavljene hipoteze. 
 
 V bioreaktorjih je dodatek kisle sirotke k mešanici primarnega in sekundarnega 
blata povečal proizvodnjo bioplina in izplen metana. Ugotovitev potrjuje četrto 
postavljeno hipotezo. 
 
 Dodana kisla sirotka ni izrazito vplivala na vrednost pH, koncentracijo KMK in 
vsebnost amonijaka. 
 
 Kisla sirotka iz Ljubljanskih mlekarn je primeren substrat za hkratno anaerobno 
razgradnjo z odpadnim primarnim in sekundarnim blatom iz CČNDK. 
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6 POVZETEK 
Bioplin je obnovljivi vir energije, ki nastaja med anaerobno razgradnjo organske snovi. Gre 
za zmes plinov, v kateri je največ metana (55-75 %) in se uporablja za proizvodnjo toplote 
in električne energije. Bioplinski proces lahko poteka pri različnih temperaturah. V večini 
raziskav so proces anaerobne razgradnje zaradi nizkih stroškov energije in manjše 
občutljivosti na spremembo temperature izvajali raje pri mezofilni kot pri termofilni 
temperaturi. V našem poskusu smo test BMP izvajali pri obeh temperaturah.  
 
Substrat za proizvodnjo bioplina je večinoma odpadni organski material. Na CČNDK kot 
substrat uporabljajo odpadno blato iz primarnega in sekundarnega usedalnika, ki nastane 
med čiščenjem odpadne vode. Tehnologija, ki izboljša donos metana je hkratna anaerobna 
razgradnja dveh različnih bioloških odpadkov. Gre za souporabo različnih substratov z 
namenom izboljšati C/N razmerje. Zato smo v nalogi mešanici odpadnega blata dodali še 
kislo sirotko, ki je stranski produkt mlekarske industrije in zelo onesnažuje okolje, a je hkrati 
lažje razgradljiva kot primarno in sekundarno blato, saj vsebuje več organske snovi. Kljub 
nekaterim negativnim lastnostim kisle sirotke, kot sta nizek pH in nizka alkalinitete, smo 
predvidevali, da bi lahko dodana kisla sirotka prispevala k večjemu donosu bioplina in 
metana. 
 
Namen naloge je bil s pomočjo testa BMP proučiti vpliv različnih obremenitev mikrobne 
biomase poskusnih mešanic s kislo sirotko v kombinaciji z mešanico primarnega in 
sekundarnega odpadnega biološkega blata na proizvodnjo bioplina v mezofilnih in 
termofilnih pogojih. Poskusa smo izvajali v litrskih poskusnih steklenicah. Na začetku in na 
koncu obeh poskusov smo izmerili vrednost pH in KPK. Med procesoma smo ves čas 
spremljali volumen nastalega bioplina, delež metana v bioplinu in koncentracijo KMK. V 
obeh primerih so bile koncentracije KMK nizke in vrednosti pH nevtralne, kar nakazuje da 
med anaerobnim procesom razgradnje ni prišlo do kopičenja KMK in sta oba poskusa 
potekala optimalno.  
 
Rezultati naše raziskave so pokazali, da je mešanici primarnega in sekundarnega blata 
dodana kisla sirotka povečala proizvodnjo bioplina tako v mezofilnih kot tudi v termofilnih 
pogojih.Volumen bioplina, ki je nastal na račun dodane kisle sirotke, je bil v mezofilnih 
pogojih skoraj enak kot v termofilnih pogojih. Pri mezofilnem poskusu je volumen bioplina 
najbolj povečala srednja koncentracija kisle sirotke (S2+B), pri termofilnem pa največja 
koncentracija kisle sirotke (S3+B). Volumen nastalega metana na račun dodane kisle sirotke 
je bil v mezofilnih pogojih večji kot v termofilnih, a je bil izplen metana v mezofilnih pogojih 
pri mešanicah z dodano kislo sirotko skoraj enak kot pri mešanici s samim odpadnim blatom, 
medtem ko je v termofilnih pogojih dodana kisla sirotka za 38 % povečala izplen metana v 
primerjavi s samim odpadnim blatom.   
 
57 
Lah M. Mezofilna in termofilna anaerobna presnova kisle sirotke v bioplin.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2021  
 
Tretji poskus smo izvedli v dveh litrskih laboratorijskih bioreaktorjih pri mezofilinih 
pogojih. Na podlagi rezultatov testa BMP, smo poskusni bioreaktor obremenili z največjo 
koncentracijo kisle sirotke. V oba bioreaktorja smo na tri dni dodajali mešanico primarnega 
in sekundarnega blata, v poskusni bioreaktor smo poleg blata dodajali tudi največjo 
koncentracijo kisle sirotke. Skozi celotni poskus, smo spremljali tlak, temeperaturo, pH, pO2, 
volumen nastalega bioplina in odstotek proizvedenega metana. Poleg tega smo spremljali 
tudi koncentracijo KMK in amonijaka. Koncentracije KMK so bile v obeh reaktorjih 
zanemarljivo majhne in niso vplivale na potek procesa, prav tako dodana kisla sirotka v 
poskusnem bioreaktorju ni bistveno znižala vrednost pH, zato je poskus tekel nemoteno.  
 
Rezultati poskusa v bioreaktorjih dokazujejo, da dodana kisla sirotka poveča proizvodnjo 
bioplina in metana v mezofilnih pogojih. Proizvodnja bioplina za tridnevna obdobja je bila 
v poskusnem bioreaktorju skozi celoten poskus večja od proizvodnje v kontrolnem 
bioreaktorju. Tako kot proizvodnja bioplina, je bila tudi proizvodnja metana v poskusnem 
bioreaktorju skozi celoten poskus večja od proizvodnje v kontrolnem bioreaktorju. V 
kontrolnem bioreaktorju sta proizvodnja metana kot tudi delež metana med poskusom ves 
čas naraščala (delež metana v bioplinu na zadnji dan poskusa = 56 %), medtem ko sta v 
poskusnem bioreaktorju produkcija in delež metana naraščala do 12. dne, nato sta do konca 
poskusa ostala konstantna (62 % ± 2 %).  
 
Dokazali smo, da je kisla sirotka iz Ljubljanskih mlekarn primeren substrat za hkratno 
anaerobno razgradnjo z odpadnim primarnim in sekundarnim blatom iz CČNDK. Proces 
anaerobne razgradnje je bil učinkovitejši pri mezofilnih pogojih. S poskusom v 
laboratorijskih bioreaktorjih pa smo dokazali, da konstantno dodajanje kisle sirotke v 
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Skupna koncentracija KMK s standardnimi napakami v posameznih poskusnih mešanicah 
med testom BMP  
 
NK = negativna kontrola, ST = standard, S = kisla sirotka, B = mešanica primarnega in sekundarnega blata v 
razmerju 1:1, S1+B = najmanjša koncentracija kisle sirotke in blato, S2+B = srednja koncentracija kisle sirotke 
in blato, S3+B = največja koncentracija kisle sirotke in blato, KMK = kratkoverižne maščobne kisline 
Pril. A1: Skupna koncentracija KMK s standardnimi napakami v posameznih poskusnih mešanicah 
med testom BMP pri mezofilnih pogojih 
 
NK = negativna kontrola, ST = standard, S = kisla sirotka, B = mešanica primarnega in sekundarnega blata v 
razmerju 1:1, S1+B = najmanjša koncentracija kisle sirotke in blato, S2+B = srednja koncentracija kisle sirotke 
in blato, S3+B = največja koncentracija kisle sirotke in blato, KMK = kratkoverižne maščobne kisline 
Pril. A2: Skupna koncentracija KMK s standardnimi napakami v posameznih poskusnih mešanicah 
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Skupna koncentracija KMK s standardnimi napakami v kontrolnem in poskusnem 
bioreaktorju pri mezofilnih pogojih 
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Sprememba KPK s standardnimi napakami ob koncu testa BMP, glede na začetek  
 
NK = negativna kontrola, ST = standard, S = kisla sirotka, B = mešanica primarnega in sekundarnega blata v 
razmerju 1:1, S1+B = najmanjša koncentracija kisle sirotke in blato, S2+B = srednja koncentracija kisle sirotke 
in blato, S3+B = največja koncentracija kisle sirotke in blato, KPK = kemijska potreba po kisiku, t0 = začetek 
testa BMP, t32 = konec testa BMP. Rezultati so prikazani kot povprečne vrednosti treh meritev s standardnimi 
odkloni. 
Pril. C1: Sprememba KPK s standardnimi napakami ob koncu testa BMP, glede na začetek z 
mezofilno mikrobno biomaso 
 
NK = negativna kontrola, ST = standard, S = kisla sirotka, B = mešanica primarnega in sekundarnega blata v 
razmerju 1:1, S1+B = najmanjša koncentracija kisle sirotke in blato, S2+B = srednja koncentracija kisle sirotke 
in blato, S3+B = največja koncentracija kisle sirotke in blato, KPK = kemijska potreba po kisiku, t0 = začetek 
testa BMP, t28 = konec testa BMP. Rezultati so prikazani kot povprečne vrednosti treh meritev s standardnimi 
odkloni. 
Pril. C2: Sprememba KPK s standardnimi napakami ob koncu testa BMP, glede na začetek s 
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Povprečne vsebnosti amonijaka med poskusom v laboratorijskih bioreaktorjih pri 
mezofilnih pogojih 
 
F1 = kontrolni bioreaktor, F2 = poskusni bioreaktor 
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